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[

'SALTS AND POLYMORPHS OF A TETRACYCLINE COMPOUND

~ Related Application
{0001] This application claims the benefit of priority under 35 U.S.C. 119(¢) to
pending U.S. Provisional Application No. 61/128,712, filed on May 23, 2008, the entire

contents of which are incorporated herein by reference.

Background of the Invention
[0002] The development of the tetracycline antibiotics was the direct result of a

systematic screening of soil specimens collected from many parts of the world for evidence
of microorganisms capable of producing bactericidal and/or bacteriostatic compositions. The
first of these novel compounds was mtroduced in 1948 under the name chlortetracyclme
Two years later, oxytetracycline became available. The elucidation of the chemical structure
of these compounds confirmed their similarity and furnished the analytical basis for the
production of a third member of this group in 1952, tetracycline. A new family of
tetracycline compounds, without the ring-attached methyl group present in earlier
 tetracyclines, was prepared in 1957 and became publicly available in 1967; and minocycline
was in use by 1972.
[0003] Recently, research efforts have focused on developing new tetracycline
antibiotic compositions effective under varying therapeutic conditions and routes of
administration. New tetracycline analogues have also been investigated which may prove to
be equal to or more effective than the ongmally introduced tetracycline compounds.
Examples include U.S. Patent Nos. 2,980,584; 2 ,990, 331 3,062,717; 3,165,531; 3,454,697,
3,557,280;.3,674,859; 3,957,980; 4,018,889; 4,024,272; and 4,126,680. These patents are
representative of the range of pharmaceutically active tetracycline and tetracycline analogue
compositions. |
-[0004] Historically, sodn after their initial development and introduction, the
- tetracyclines were found to be highly effective pharmacologically against rickettsiae; a
number of gram-positive and gram-negative bacteria; and the agents responsible for
i_ymphogranuloma venereum, inclusion conjunctivitis, and psittacosis. Hence, tetracyclines
became known as “bfoad spectrum” antibiotics. With the subsequent establishment of their
A m vitro antimicrobial activity, effectiveness in experimental infections, and pharmacological
properties, the tetracyclines as a class rapidly became widé]y used for therapeutic purposes.

However, this widespread use of tetracyclines for both major and minor illnesses and
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diseases led directly to the emergence of resistance to these antibiotics even among highly
susceptible bacterial species both commensal and pathogenic (e.g., pneumococci and
Salmonella). The rise of tetracycline-resistant organisms has resulted in a general decline in
use of tetracyclines and tetracycline analogue compositions as the antibiotic of choice.
[0005]  Each pharmaceutical compound has an optimal therapeutic blood
concentration and a lethal concentration. The bioaVailability of the compound determines the
| dosage strength in the drug formulation necessary to obtain the ideal blood level. If the drug
can crystallize as two or more polymorphs differing in bioavailability, the optimal dose>will
depend on the polymorph present in the formulation. Some drugs show a narrow margin
between therapeutic and lethal concentrations. Chloramphenicol-?: -palmitate (CAPP), for
example, is a br_oad-spectrurri antibiotic known to crystallize in at least three polymorphic
forms and one amorphous form. The most stable form, A, is marketed. The difference in
bioactivity between this polymorph and another form, B, is a factor of eight, thus creating the
possibility of fatal overdosages of the compound if unwittingly administered as form B due to
alterations during processing and/or storage. Therefore, regulatory agencies, such as the
Untted States Food and Drug Administration, have begun to place tight controls on the
polymorphic content of the active component in solid dosage forms. In general, for drugs
that exist in polymorphic forms, if anything other than the puré, thermodynamically preferred
polymorph is to be marketed, the regulatory agency may require batch-by-batch monitoring.
Thus, it becomes important for both medical and commercial reasons to produce and market
the pure drug in its most thermodynamically stable polymorph, substantially free of other
kinetically favored polymorphs.
[0006] For instance, salt forms of a compound, and polymorphic forms of the free
compound or salt, are known in the pharmaceutical art to affect, for example, the solubility,

dissolution rate, bioavailability, chemical and physical stability, flowability, fractability, and

compressibility of the compound as well as the safety and efficacy of drug products based on

the compbund (see, e.g., Knapman, Modern Drug Discovery, 2000, 3(2): 53).

. [0007] Accordingly, identification of a salt form or free base of a compound with
optimal physical and chemical properties will advance the de\‘/elopment of tetracycline
compounds as pharmaceuticals. The most useful of such physical and chemical properties
include: easy and reproducible preparation, crystallinity, non-hygroscopicity, aqueous
solubility, stability to visible and ultraviolet light, low rate of degradation under accelerated
stability conditions of temperature and humidity, low rate of isomérization between isomeric

forms, and safety for long-term administration to humans.

2

=
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Summary of the Invention

[0008] In one embodiment, the invention pertains, at least in part, to a stable solid
state form, such as a crystalline form, of the aminoalky! tetracycline compound, Compound

1:
~ N
H

OH O OH O O 1)
© (45,4AS,5AR,12A8)-4-7-Bis(dimethylamino)-9 {[(2,2-dimethylpropyl)amino]methyl}-
3,10,12,12A-tetrahydroxy-1,11-dioxo-1,4,4A,5,5A,6,11,1 2A-octahydrotetracene-2-
carboxamide - |
 (9-(2,2-dimethyl-propyl-aminomethyl)-minocycline).
[0009] In another embodiment, the invention pertains, at least in part, to an HCI salt
of Compound 1. In another embodiment, the invention pertains, at least in part, to a tosylate
(p-toluenesulfonate) salt of Compound 1. In another embodiment, fhe invention pertains, at
least in part, to a mesylate salt of Compound 1 '
[00010] In another embodiment, the invention pertains, at least in part, to a stable
crystalline form of Compound 1.
~ [00011] In another embodiment, the invention pertains, at least in part, to a stable
crystalline form of a salt of Compound 1. For example, the stable crystalline form of a salt is

a stable crystalline form of a tosylate, HCl or mesylate salt of Compound 1.

[00012] In another embodiment, the invention pertains, at least in part, to a polymorph
of Compound 1. .

[00013] In another embodiment, the invention pertains, at least in part, to a polymorph
of a salt of Compound 1. '

[00014] For example, the invention relates to a polymorph of a tosylate salt of
Compound 1. The invention relates, in part to a form 1 polymorph of Compound 1. The

~ invention relates, in part to a form 2 polymorph of Compound 1. The invention.relates, in
part to a form 3 pblymorph of Compound 1. ‘

[00015] For example, a form 1 polymorph ofa tosyiate salt of Compound 1 has X-ray
powder diffraction peaks at approximately 8.06, 13.02, and 18.83 °20 using Cu Ka radiation.
In some embodiments, the form 1 polymorph of a tosylate salt of Compound 1 has X-ray
powder diffraction peaks at approximately 8.(_)6, 11.41, 13.02, 18.83, 20.54, and 24.53 °26
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using Cu Ko radiation. In some embodiments, the form 1 polymorph of a tosylate salt of
Compound 1 has X-ray powder diffraction peaks at approximately 5.60, 8.06, 8.57, 11.41,

- 13.02, 15.58, 18.83,20.54, and 24.53 °20 using Cu Ko, radiation.

[00016] For example, a form 1 polymorph of a tosylate salt of Compound 1 is stable at
temperature in a range from about 0 °C to about 70 °C. In some embodiments, the form 1
polymorph of a tosylate salt of Compound 1 is table at temperature in a range from about 5
°C to about 50 °C. In some embodiments, the form 1 polymorph of a tosylate salt of

~ Compound 1 is table at temperature in a range from about 20 °C to about 30 °C.

[00017] The form 1 polymorph of a tosylate salt of Compound 1 can be obtained by
crystallizing the tosylate salt of said Compound 1 from isopfopanol.
[00018] For example, a form 2 polymorph of a tosylate salt of Compound 1 has X-ray -
powder diffraction pattern peaks at 7.82, 11.88, 16.12 and 21.46 °260 using Cu Ko radiation.
[00019] For example, a form 3 polymorph of a tosylate salt of Compound 1 has X-ray
powder diffraction pattern peaks at 5.11, 8.89, 10.34, 11.76 and 15.60 °20 using Cu Ka
radiation. ' '

- [00020] In yet another embodiment, the invention includes pharmac'cuti.cal

compositions comprising a crystalline form of Compound 1 and a pharmaceutically
acceptable diluent, excipient or carriercarrier.
[00021] For example, the pharmaceutical compoundcomposition of the invention -
includes a composition comprising a polymorph of Compound 1 and a pharrnaceuticélly
acceptable diluent, excipient or carrier.
[00022] In another embodiment, the pharmaceutical compositioncompound of the
invention includes a salt of Compound 1 and a pharmaceutically acceptable diluent, excipient
or carrier. For example, the salt can be an HCI salt, a tosylate salt, or a mesylate salt. |
[00023] In one embodiment, the pharmaceutical compositioncompound of the
invention includes a polymorph. of a salt of Compound 1 and a pharmaceuticélly acceptable
diluent, excipient or carrier. For exampie, the polymorph can be a polymorph of tosylate salt,
HCl salt, or mesylate salt of Compound 1.
[00024] In some émbodimcnts, the pharméceuﬁca.l composition comprises a
polymorph of Compound 1, or salt thereof in a pure form.
: [00025] In another embodiment, the pharmaceutical composition of the invention

includes a polymorph of the tosylate salt of Compound 1 and a pharmaceutically acceptable
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. diluent, excipient or carrier. For example, the polymorph can be a form 1, a form 2, or a

form 3 polymorph of tosylate salt of Compound 1.

- [00024] In some embodiments, the pharmaceutical composition comprises a

| polymorph of tosylate salt, HCI salt, or mesylate salt of Compound 1 in a pure form.

~ [00025] In another aspect of the invention, the salt of Compound 1 is more stable than

the Eee base of Compound 1.

[00026] In another embodiment, the invention includes a method for preparing a stable

crystalline form of Compound 1.

" [00027] In another embodiment, the invention includes a method for preparing a stable
crystalline form of a salt of Compound 1. For example, the stable crystalline can be a
crystalline of a tosylate, HCI, or mesylate salt of Compound 1.

[00028] In another embodiment, the invention includes a method for preparing a
polymorph of a salt of Compound 1. For example, the polymorph can be a polymorph of a

‘tos'ylate, HCI, or mesylate salt of Compound 1.

[00031] In another embodiment, the invention includes a method for preparing a
polymorph of a tosylate salt of Compound 1. For example, the polymorph can be a form 1, a
form 2, or a form 3 polymorph of a tosylate salt of Compound 1.

[00032] In one embodiment, the invention includes a method for preparing a form 1 of
polymorph of a tosylate salt of Compound 1, wherein the method comprises: combining

- Compound 1 with a solvent to produce a slurry; and adding p-toluenesulfonic acid. For |
examplc,l the solvent can be an alcoholic solvent, such as isopropanol. The p-toluenesulfonic
acid is provided in an amouﬁt of from 25 to 75 wt % relative to the amount of said
Compound 1, for example, from 25 to 50 wt%, from 30 to 40 wt%, or 33 wt % relative to the
amount of said Compound 1. For example, the p-toluenesulfonic acid is provided in a form

of p-toluenesulfonic acid monohydrate

[00033] For example, the shury is warmed prior to the addition of p-toluenesulfonic'
acid. , .
- [00034] For example, the slurry is stirred after the addition of p-toluenesulfonic acid.

For example, the stirring is conducted at a temperature in a range from 20 to 25 °C. For
example, the stirring is conducted for 10 to 24 hours.

[00035] For example, the slurry is dried. For example, the water content of the
supernatant of said slurry is in a range from 0.2 to 1.0 mg/mL, or in a range from 0.4 to 0.8
mg/mL.

i
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-[00034] In yet another embodiment, the invention includes a method for preparing a

- form 1 polymorph of a tosylate salt of Compound 1, wherein the method comprises:
preparing a solution of Compound 1 in a solvent or a combination of solvents; and adding a

~solution of p-toluenesulfonic acid in a solvent or a combination of solvents.

B }_.[00036] For examplé, the solvent is an alcoholic solvent, such as methanol, ethanol, or
' isopropan’ol. For example, the combination of solvents includes an alcoholic solvent. For

. example, the combination of solvents further comprises a second alcoholic solvent. For

: ._-'example the combination of solvents includes ethanol and isopropanol. For example, the

V‘ combination of solvents further includes an anti-solvent, such as ketone, ether, and ester. For

- example, the ether includes, but is not limited to, methyl-t-butyl ether. For example, the

' combination of solvents includes an alcoholic solvent and an anti-solvent. For example, the

: _' combination of solvents includes methanol and methyl-t-butyl ether.

.. [00037] For example, p-toluenesulfonic acid is provided in an amount of from 25 to 75
wt %, from 30 to 50 wi%, from 35 to 45 wi%, or 40 wt % relative to the amount of said
Colnpound 1. For example, p-toluenesulfonic acid is provided in a form of a p-

_toluenesulfonic acid monohydrate.

[00038]. For example, the solution is prepared at a temperature in a range from 0 to 60

+ °C, at a temperature in a range from 15 to 45 °C, orat a temperéture in a range from 20 to 25
°C. ' |
[00039] For example, the solution is warmed after it is prepared. For example, the
solution is maintained at a temperature in a range from 20 to 50 °C, or at about 45 °C.

3 [00040] For example, the method further comprises adding é. seed crystal of
monotosylate salt of Compound 1 to produce a(slurry. The slurry may be stirred fsr 10 to 24
hours or for about 22 hours. The shury may be stirred at a temperature in a range from 15 to

45 °C or at about 20 °C. The slurry may be dried. For example, the water content of the

slurry is in a range of 1 to-10 wt%, or in a range of 2 to 6 wt%, or about 3 wt%.

. [00041] In another embodiment, the invention includes a method for preparing a form
- 1 polymorph of a tosylate salt of Compound 1, wherein the method comprises: dissolving a

~ freebase of Compound 1 in a first solvent or combinalion of solvents to form a first solution;

' dissolving p-toluenesulfonic acid in a second solvent or combination of solvents to form a.

- second solution; and combining said first and second solution to form a third solution.

' [00042] In one embodiment, the first and second solvent or combination of solvents
can be the same or different. In another embodiment, the solvent can be an alcoholic solvent,

such as methanol, ethanol, and isopropanol. In another embodiment, the combination of

VD
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solvents is a combination of two alcoholic solilents, including, but not limited to ethanol and
isopropanol. In a preferred example, the volume-to-volume ratio of ethanol and isopropanol
is2 to 1. In yet another embodiment, the combination of solvents is a combination includes,
but is not limited to, an alcoholic solvent and an anti-solvent (é.g., a ketone, an'ether, an
. ester, etc.). For example, the cémbination of solvents is a combinat»io'nthat includes, but is
not limited to, methanol and methyl-t-butyl ether. In a preferred example, the volume-to-

~ volume ratio of methanol and methyl-t-butyl ether is 1 to 1.2. '
o [00043] In another embodiment, the method further comprises adding a form 1
| polymorph tosylate salt of Compound 1 to the third solution'td form a fourth solution. For

j .'example, the form 1 polymorp'h tosylate salt is a seed crystal. In some embodiments, the

- fourth solution forms a slurry upon stirring. The shury may be washed with a solvent or a
combination of solvents, which may be the same or different from the first solvent or
' cbmbination of solvent, or the second solvent or cqmbination of solvents. The slurry may bé
dried. ' | |
[00044] In another embodiment, the invention relates to a pure composition
compri‘sing Compound 1, where in the composition is about 90-100%, preferably 95-100%,
inére preferably 98-100%. (wt./wt.) or 99-100% (wt./wt.) pure; e.g. less than about 10%, less
' than about 5 %, less than about 2% or less than about 1% impurity is present. Such
impurities include, é.g., degradation products, oxidized products, epimers, solvents, and/or
© other undesirable impurities.
“ [00045] In yet another embodiment, the invention includes a method for treating a
tetracycline responsive state in a subject, by administering to the subject an effective amount
~ of a crystalline form of Compound 1. For example, the subject is 2 human subject.
E [00047 ] In yet another embodiment, the invention includes a method for treating a
.t_etracycliile' responsive state in a subject, by administering to the subject an effective amount
. of a stable salt of Compound 1. For example, the stable salt is a tosylate, an HCI, or a
_mesylate salt of Compound 1. |
' [00048] In yet another embodiment, the invention includes a method for treating a
' tetracycline responsive state in a subject, by administering to the subject an effective amount
" of a polymorph of Compound 1. . _
| [00049] In yet another embodiment, the invention 1ncludes a method for treating a
. tetracycline responsive state in a subject, by administering to the subject an effective amount
of a polymorph of salt of Compound 1. For example, the polymorph canbea polymorph ofa
"tosylate, an HCl ora mesylate salt of Compound 1.

LN
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[00050] In yet another embodiment, the invention includes a methbd for treating a
tetracycline responsive state in a subject, by administering to the subject an effective amount
‘of a polymorph of tosylzite salt of Compound 1. For example, the polymorph of tosylate can
be a form 1, a form 2, or a form 3 polymorph of tosylate salt of Compound 1.

[00051] For example, the tetracycline responsive state is a bacterial infection. The
bacterial infection can be associated with gram positive bacteria, or gram negative bacteria.
In some embodiments, the bacterial infection is associated with E. coli, S. aureus, ot E.
faecalfs. - R | ” |

[00052] In some embodiments, the bacterial infection is resistant to other tetracycline
aﬁﬁbioﬁcs, which include, but are not limited 'tb, tetracycline, minocycline, doxycycline,
sancycline, chlortetracycline, demeclocycline, oxytetracycline, chelocérdin, rolitetracycline,
lymecycline, metﬁacycline, apicycline, clomoéycline, pipacycline, mepylcycﬁhe,

‘meglucycline, gnamecycline, penimocycline, and etamocycline.

._ Brief Description of the Drawings

FIG 1 provides an X-ray powder diffraction pattern of a éample comprjsing crystalline

- Compound 1 at 25 °C;

- FIG. 2 provides an X-ray powder diffraction pattern at 25 °C of the starting material

. V(E00285), form 1 tosylate salt, form 2 tosylate salt, form 3 tosylate salt, and the amorphpus
tosylate salt form of Compound 1; '

‘ .FIG. 3 provides a comparison 6f X-ray powder diffraction patterns at 25 °C for crystalline

| 'Compound 1 (E00285) and a sample comprising form 1 tosylate salt, obtained from

: fecrystallization of amorphoustosylaté salt of Compound 1 in IPA;

- FIG. 4 provides a comparison of X-ray powder diffraction patterns at 25 °C for samples
comprising form 1 tosylate salt, form 2 tosylate salt, and form 3 tosylate salt that were dried
o overnightv in a vacuum; »

FIG. 5 provides a variable temperature X-ray powder diffraction analysis of samples
comprising form 2 tosylate salt;

' ‘FIG. 6 provides a variable temperature X-ray powder diffraction analysis of samples
compﬂéing form 3 tosylate salt; |

FIG. 7 provides a variable temperature X-ray powder diffraction analysis of samples _

- -comprising a slurry of a 50:50 mixture of form 1 tosylate salt and form 3 tosylate salt in IPA;
FIG. 8 provides a high resolution X-ray powder diffraction pattern of a sample comprising E

"~ form 1 tosylate salt of Compound 1;
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FIG. 9 provides a high resolution X-ray powder diffraction pattern of a sample comprising
' form 2 tosylate salt of Compound 1 (93.2% HPLC purity);

FIG. 10 provides a high resolution X-ray powder diffraction pattern of a sample comprising
~form 3 t0sy1até salt of Compound 1 (96.7% HPLC purity).

Detailed Description of the Invention

[00053] - Tetracycline-type antibiotic compounds have long been known to have limited
‘stability in the solid phase freebase form. One such non-crystalline tetracyciine analog
- compound, (4S,4AS,5AR,12AS)-4-7-Bis(dimethylamino)-9- {[(2,2-

) diinethylpropyl)amino]methyl} -3,10,12,12A-tetrahydroxy-1,11-dioxo-

1,4,4&5,5A,6,1 1,12A—octahydrotétracene-2-carboxamidé (Compound 1; MW = 556.66, MF
= C29H40N4O7), has limited stability in the solid phase upon exposure to air, light and/or

moisture.

, : 0y

(4S,4AS,5AR,12A8)-4-7-Bis(dimethylamino)-9{[(2,2-dimethylpropyl)amino]methyl } -

3,10,12,12 A-tetrahydroxy-1,11-dioxo-1,4,4A,5,5A,6,11,12A-octahydrotetracene-2-
‘ carboxamide.

[00054] Specifically, Compound 1 is a yellov? amorphous solid that is unstable at
temperatures higher than 0 °C and when exposed to air. Compound 1 must be stored at
temperatures below 0 °C with limited exposure in the solid phase to air, light and moisture.
Outside of these limited exposure conditions, Compound 1 degrades to produce degradation

: produéts including air degradation products 2, 3 and 4, as well as the 4-epi-isomer 5.
' ~n" N

\ >
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[00055] Prior to this disclosure, no stable crystalline forms or stable crystalline acid
salts of Compound 1 were known.

[00056] The present invention relates to crystalline Compound 1, salt forms of
Compound 1, polymorphic forms of Compound 1 or polymorphic forms of salfs of
Compound 1; pharmaceutical compbsitions comprising the crystalline forms, salt forms, |
polymorphic forms, or polymorphic forms of salts of Compound 1; methods of making the
crystalline forms, salt forms, polymorphic forms, or polymorphic forms of salts of

Compound 1; and methods of their use for the treatment of tetracycline-responsive states.

1. Solid Form Compounds

- [00057] Compound 1 is a tetracycline compound. The term “tetracycline compdund”
includes many compounds with a similar ring structure to tetracycline. Examples of
tetracycline compounds include: tetracycline, chlortetracycline, oxytetracycline,
demeclocycline, methacycline, sancycline, doxycycline, and minocycline.

[00058] The free base and certain pharmaceutically acceptable salts of Compound 1
are described in U.S. application Ser. No. 10/786,881, corresponding to U.S. Publication. No.
2005/0026876 Al. There is no teaching or suggestion of crystalline forms of Compound 1,
or that any of the described salt forms are superior to the others, as judged by the list of
properties described above.

[00059] Thus, the present invention addresses the need for iniproved tetracycline
compounds and the need for improved solid state forms of tetracYcline compounds for
manufacturing and bioavailability;

[00060] The solid state form of the tetracycline compound, Compound 1, can be a
crystalline form. The crystalline form of the compound can be a free base. Crystalline forms
of different salts of the free base compound can be formed. Examples of acids which can be
used to convert the free base to a salt include, but are not limited to, HCI, p-toluenesﬁlfonic
acid, trifluoroacetic acid, methylsulfonic acid, benzenelsulfonic acid, and acetic acid.

[00061] The neutral forms of the compounds may be regenerated by cbntacting the salt

with a base or acid and isolating the parent compound in the conventional manner. The

10
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parent form of the compound may differ from the various salt forms in certain physical

properties, such as solubility in polar .solvénts. ,
| [00062] As described herein, a process through which different crystalline forms of
Cbmpound 1 can be generated has been developed. More specifically, the inventors have
* shown that the crystalline form obtained mainly depends on the nature of the solvent used in
the process. For the purposes of this description the term “crystalline form” refers to either a
polymorphic form or a non-amorphoué form, without distinction. “Polymorphjc form™ refers
td an organizéd structure vinvolving only moiecules of the solute and havihg a characteristic
" crystalline signature. o
[00063] ,' The terms, “polymorphs” and “polymorphic forms” and related terms herein
refer to crystalline forms of the same molecule, and different polymorphs may have different
physical properties such as, for exampie melting temperatures, heats bf fusion, solubilities,
dissolution rates and/or vibrational spectra as aresult of the arrangement or conformation of
the molecules in the crystal lattice. The differences in physical propemes exh1b1ted by

- polymorphs affect pharmaceutical parameters such as storage stab111ty, compress1b1hty and
| density V(imp'or’tant in formulation and product manufacturing), and dissolution rates (an
ifnpoﬂant factor in bioaifailability). Differences in stability can also result from changes in
chemical reactivity (e.g., differential oxidation, such that a dosage form discolors more
: rapidly when comprised of one polymbrph than when comprised of another polymorph) or
‘mechanical property (e.g., tablets crumble on storage as a kinetically favored polymorph
-converts to thermodynamically more stable polymorph) or both (e.g., tablets of one

: rpolymorph are more susceptib]é to breakdown at high humidity). As a result of

| solubility/dissoiution differences, in the extreme case, some polymorphic transitions may
. result in lack of potency or, at the other extreme, toxicity. In addition, the physical proberties

of the crystal may be important in processing, for example, one pblyx‘norph might be more

~ likely to form solvates or might be difficult to filter and wash free of i unpuntxes (i.e part1cle

_ shape and size distribution might be different between polymorphs).
' [00064] Polymorphs of a molecule can be obtained by a number of methods, as known
in the art. Such methods include, but are not limited to, melt recrystalhzauon melt coohng,
solvgnt recrystallization, desolvation, rapid evaporation, rapid cooling, slow cooling, vapor
diffusion and sublimation. | |
o [00665] - Techniques for characterizing polymorphs include, but are not limited to,

 differential scannfng calorimetry (DSC), X-ray powder diffractometry (XRPD), single crystal:
' X—ray.difﬁ‘actometry, vibrational spectroscopy, e.g., IR and Raman spectroscopy, solid state "‘

11



WO 2009/143509 PCT/US2009/045143

NMR, hot stage optical microscopy, scanning electron microscopy (SEM), electron
crystallégraphy and quantitative analysis, particle size analysis (PSA), s'urfacé area analysis,
solubility studies and dissolution studies. ‘

[00066] | The term, “solvate™, as used herein, refers to a crystal form of a substance
which contains solvent. The term “hydfate” refers to a solvate wherein the solvent is water.
[00067] . A desolvated solvate is a crystal form of a substance whlch can only be made

- by removmg the solvent from a solvate.

[00068] The term, “amorphous form”, as used herein, refers to a noncrystalline form of
a sﬁbstancé. S v . N :
[00069] As used herein, the term “pure” means about 90-100%, prc_fcrably 95-100%,

more preferably 98-100% (wt./wt.) or 99--100% (wt./wt.) pure compound; e.g. less than
' _;'about 10%, less than about 5 %, less than about 2% or less than about 1% impurity is present.
~ Such impurities include, e.g., degradatlon products, oxidized products, epxmers solvents,
and/or other undesirable 1mpuntles
: [00070] - As used herein, a cqmpound is “stable” where significant amounts of
, dégra_datibn products are not observed under constant conditions of _humidity, light exposure
',..and at femperatures higher than 0 °C over a period of four weeks. A compound is not
considered to be stable at a certain condition when degradation impurities appear or an area
percentage of eﬁcisting impurities begins to grow. The amount of degradation growth as a
function of time is important in deteﬁnining compound stability.
. [00071] = All ranges set forth herein are intended to encompassv the indicated endpoints
.of the range as well as all included values and ranges, including those not specifically set
forth. '
[00072] The present invention is directed to crystalline forfﬁs, salt forms and
polymorphs of Compound 1; cbmpositions comprising the crystalline forms, salts and
“polymorphs alone or in combination with other active ingredients; methods of preparing the
crystalline, salts and polym'orphs;.' and methods of their use in the modulation of tetracycline
' ’.compogmd receptive states. While vnvot intending to be bound by any particular theory of
' operation the storage stability, compressibility, density or dissolution pfoperties of the
crystalhne forms, salts and polymorphs are beneficial for manufactunng, formulation and
. bio- ava11ab1hty of the tetracychne compound
‘ [00073] - Preferred salts and polymorphs of the invention are those that are
' _ charactenzed by physical properties, e.g., stability, solubility, hygroscopicity and dissolution

‘. rate, appropriate for clinical and therapeutic dosage forms. Prefgrred,polymorphs of the
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invention are those that are characterized by physical properties, e.g., crystal morphology,
compressibi]ity and hardness, suitable for manufacture of a solid dosage form. Such
properties can be determined using techxﬁques such as X—ray diffraction, microscopy, IR
spectféscopy, thermal analysis and hygroscopicity analysis, as described herein and known in
the art. '

1.1 Salts of Compound 1

[00074] In one aspect, the present invention provides crystalline forms of particular

pharmaceutically acceptable salts of Compound 1. This aspect of the invention provides

crystalline forms of HCI, mesylate and tosylate salts of Compound 1:
R ~y ~y

6))
(4S,4AS,5AR,12AS)-4-7-Bis(dimethylamino)-9 {[(2,2-dimethylpropyl)aminojmethyl}-
3,10,12,1 2A-tetrahydroxy— 1,1 1-dioxo—1,4,4A,5 ,9A,6,11,12A-octahydrotetracene-2-
N , _ carboxamide.
[00075] Each salt of the invention can be made from a preparation of Compound 1.
Compound 1 can be syhthesized or o_btained according to any method apparent to those of
' skill in the art. In preferred embodiments, Compound 1 is prepared according to the methods
described in detail in the examples below. See, e.g., US Publication No. 2005/0026876 Al,
- the contents of which are hereby incdrporated by reference in their entirety.
t00076] | ‘Alternatively, Compound 1 can be prepared by isolating a particular salt of
Compound 1 and converting such a salt of Compound 1 to the neutral form by treatment with
an appropriate base. Fof example, Compound 1 can be prepared by isolating the
"hydr-ochloride salt of Compound 1 by filtration, then converting it to the neutral form by
treatment with monobasic sodium carbonate in ethyl acetate, or other suitable base.
[0007 7] Compound 1 prepaféd by any method can be contacted with an appropriate
acid, either neat (i.e., free from admixture or dilution) or in a suitable inert solvent or
solvents, to yield the salt forms of the invention. For example, Compouhd 1 can be contacted
- with a p-toluenesulfonic acid to yield the tosylate salt forms of the invenﬁon.
. [00078]  Stability studies were performed on the free base Compound 1 and an
atnor;;hous diHCl salt of Compound 1. This salt was formed by dissolving the compound in
vaqueous solution, adjusting the p.H' of the solution to approximately 4.2, followed by
 lyophilization. The free base degraded in less than one month at 40 °C, and approximately

13
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three months at 4 °C. In contrast, the diHCl salt of Compound 1 was stable for 6 months at
40 °C, and for two years at room temperature (25 °C).

[00079] " As shown in detail in the examples below, the tosylate salt of Compound 1,
and polymorphs thereof, display desirable properties.

1.2 Polymorphs of Compound 1

[00080] The present invention also provides polymorphs of Compound 1. In certain
embodiments, the polymorphs of the invention are polymorphs of the tosylate salt of
Compound 1. | , -
-[00081] Each polymorph of the invention can be made from a preparation of
Cdmpound 1. Solid Compound 1 can be dissolved and then crystallized from the solvent
mixtures described below to yield the polymorphic forms of the invention. In particular
embodiments of the invention, a tosylate salt of Compound 1 can be dissolved and then
. cfystallized from the solvent mixtures deécribed below to yield certain polymorphic forms of
the invention. In some embodiments of the invention, free base of Compound 1 can be
dissolved and then acid is added to‘ form a crystalline salt of Compound 1.
[00082] In one embodiment, the present invention providés a polymorph of a tosylate
salt of Compound 1. | , '
(00083] In a further embodiment, the invention provides a form 1 polymorph of the
tosylate salt of Compound 1, having an X-ray powder diffraction pattem similar to that of
FIG 8,-the characteristics of the diffraction pattern all shown in Table 1. For example, a
particular form 1 polyrﬁorph of the invention has X-Iray powder diffraction pattern peaks at
5.60, 8.06, 8.57, 11.41, 13.02, 15.58, 18.83, 20.54 and 24.53 °20 using Cu K« radiation. For

example, a particular form 1 polymorph of the invention has X-ray powder diffraction pattern

peaks at 8.06, 11.41, 13.02, 18.83, 20.54 and 24.53 °20 using Cu Ko radiation. For example,
a particular form 1 polymorph of the invention has X-ray powder diffraction pattern peaks at
8.06, 13.02, 18.83 and 24.53 °26. For example, a particular form 1 polymorph of the
invention has major X-ray powder diffraction battem peaks at 8.06 and 18.83 °26.

14
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“Table 1
Angle (2-Theta °) | d value (Angstrom) | Intensity (Counts) | Intensity (%)

5.60 1578 347 159
8.06 1097 2184 100.0
8.57 10.30 581 26.6
9.80 9.01 308 14.1
10.89 8.12 __ 233 10.7
11.41 775 667 ' 305
13.02 6.79 626 287
13.78 6.42 261 T 120

1492 593 252 115
15.58 5.68 346 15.8
16.10 550 262 12.0
17.07 5.19 345 [ 158
18.83 471 979 448
20.54 332 838 38.4
21.83 407 489 224
23.00 3.86 395 18.1
24.53 3.63 661 303
25.10 355 341 156
27.82 320 404 185

2848 313 357 163
30.26 2.95 302 : 138
34.82 257 236 10.8
36.19 248 254 116
37.54 2.39 247 113
40.49 223 368 16.8

[00084] In another embodiment, the present invention provides form 2 of the tosylate

salt of Compoﬁnd 1. In one embodiment, the form 2 polymorph 6f the tosylate salt of

- Compound 1 has an X-ray powder diffraction pattern similar to that of FIG. 9, the
-characteristics of the diffraction pattern all shown in Table 2. For example, a particular form

* 2 polymorph of the invention has X—ray'poWder diffraction pattern péaks at 7.82, 11.88,
12.68,16.12, 18.63, 21.46 and 23.74 °20 using Cu Ko radiation. For example, a particular

form 2 polymorph of the invention has major X-ray powder diffractibﬁ patternApéaks at 7.82,
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11.88, 16.12 and 21.46 °26. For example, a pamcular form 2 polymorph of the invention has
X—ray powder diffraction pattern peaks at 11.88 and 16.12 °26.

Table 2
Angle (2-Theta ©) | d value (Angstrom) | Intensity (Counts) | Intensity (%)

35317 | 1662224 135 106
| 6272 14.09246 275 215
6511 13.57561 . 274 215
T 7.108 1243554 137 108
7.821 1130413 827 "64.8
9712 9.10741 173 135
10.783 8.20461 340 266
11.875 T 74523 1258 986
12.682 6.97995 904 708
13.182 6.7162 611 479
13.985 6.33261 299 » 23.4
15.578 5.68838 T s12 401
16.122 5.49766 1100 - 862
16.635 5.32915 467 36.6
17397 5.09763 697 54.7
18.63 476275 | 967 _ 75.8
20.235 4.38856 647 507
20.666 4298 636 E
21.456 414147 1276 100
2251 3.9499 747 58.6
23744 37473 1076 843
24.448 3.64103 749 58.7
25.651 347293 652 51.1
26303 3.38824 638 50
27225 327554 678 532
27.4 3.25505 747 585
27.823 3.20648 763 59.8
28.193 3.16532 588 461
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[00085] In yet another embodiment, the present invention provides form 3 of
Compound 1. In further embodiments, the fdi_m 3 polymorph of the tosylate salt of
Compound 1 has an X-ray powder diffraction pattern similar to that of FIG. 10, the
characteristics of the diffraction pattern all shown in Table 3. For example, a particular forfn
3 polymorph of the invention has X-ray powder diffraction pattern peaks at 5.11, 8.89,10.34,
11.76, 13.70, 14.81 and 15.60 °26 using Cu Ko radiation. For example, a particular form 3
polymorph of the invention has major X-ray pow.dervdiffraction pattern peaks at 5.11, 8.89,
10.34, 11.76 and 15.60 °20. For example, a particular form 3 polymorph ofthe invéntion has
major X-ray powder diffraction pattern peaks at 5.11 and 15.60 °26.

| Table 3
Angle (2-Theta ) | d value (Angstrom) | Intensity (Counts) | Intensity (%)

511 T 1729 1184 66.4
8.89 9.95 475 26.6
1034 8.56 431 242
11.76 753 404 22.7
13.70 646 524 294

1481 5.8 553 31

15.60 5.68 1783 ' 100 -

17.23 5.15 661 371
17.93 495 1014 56.9
1835 483 832 46.6
18.74 4.74 914 513

19.00 167 874 49
2015 T 441 889 499
2036 436 913 512
20.65 430 940 52.7
2165 T 410 : 681 . 38.2
22.59 394 - ~ 923 51.8
2325 383 1206 67.7
23.71 375 872 8.9
2494 357 718 403
2543 350 551 309,
26.12 3.41 745 418
26.64 335 709 39.8
27.15 328 689 YY)
27.55 324 754 423
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[00086] The tosylate salt of Compound 1 crystallized as very small, irregular particles,

typically 5-8 microns in size. FIG. 1 depicts X-ray powder diffraction (XRPD) of a

crystalline solid of the tosylate salt of Compound 1. This compound was shown to melt at
190 °C, followed by decomposition.

[00087] Gravimetric vapor sorption was performed on Compound 1 or its tosylate salt. -

- It was determined that there were 2.5 molecules of water per molecule of Compound 1.
XRPD was performed to Compare the starting material (E00285) with the dehydrated

-material. The data indicated no change in form.

2 Synthesis of Compound 1 ,
{00088] 9-(aminomethyl)-minocycline dihydrochloride (200 mg, 1 eq.), DMF and
. trimethylacetaldehyde (45.pl, 1 eq.) were combined in 40 mL flasks and stirred.

Triethylamine (150 pL, 3 eq.) was then added. After stirring at room temperature for several

minutes, NaBH(OAc); (175 mg, 2 eq.) and InCl; (9 mg, 0.1 eq.) was added. After one hour,
the reaction was clear and red. Liquid chromatography showed a single product for the

" reaction. The reaction was quenched with methanol, the solvent was removed, and the

product was purified using column chromatography.
-~ Purification _

- [00089] Compound 1 was purified by chromatography by injecting an aqueous low pH
solution of the compound into an HPLC in a polar organic solvent gradient, and combining
the product fractions, such that the compound was purified. Selection of suitable acidic
mobile phases enhanced process stability and selectivity. Organic and mineral acid mobile
phases were effective at separating by-products including epimer impurities and closely-
eluting by products through pH control or choice of acid. Acidic mobile phases also
_ protected against oxidative degradation of the compound.

- [00090] For example, the low pH solution had a pH of about 2 - 3. Examples of
' solutions that were used include 0.1% aqueous solutions of methane sulfonic acid and 0.1%
aqueous solutions of trifluoroacetic acid. In certain embodiments, an isocratic gradient of
. 94% of the aqueous solufidn aﬁd 6% acetonitrile or another polar organic solvent were used
~to purify the compound from epimeric and closely eluting by-products.
~ [00091] The resulting aqueous product fractions may be combined and the pH may be
. adjusted to about 4.0 - 4.5 usiﬁg a base (e.g., NaOH). Hydrophobic impurities and oxidative

degradents of the compound may be removed by washing the aqueous solution with a non-
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polar organic solvent (e.g., CH2Cly). The organic layers were discarded and the aqueous
‘layers were combined and retained.
[00092] It should be noted that the organic solvents, such as methylene chloride, can -
be used to selectively remove late-eluting hydrophobic impurities such as 4-carbonyl by
products and other oxidative degradents from the acidic aqueous solution of the compound.
) [00093] The pH of the combined aqueous layers may then be adjusted to neutral pH,
© e.g., about 7.5 to about 8.5. The pH may be adjusted by the addition of a base, such as’
NaOH. The neutral solution was then washed with a non-polar organic solvent, such as
_methylene chloride. It should be noted that selective pH adjustment to neutral pH ranges é.léo
allowed the compound to be extracted into the organic solvent while retaining undesired f-
epimer and by products in the aqueous phase. v
‘ [00094] In addition, antioxidants may also be added to the aqueous solutions of
| compounds described herein. The anti oxidants may be provided to prevent oxidative
degradation of the compounds. Antioxidants such as ammonium sulfites or bisulfites can be

used.

3. Methods of Preparing Polymorphic Forms of Compound 1
[00095] The invention also pertains to methods of preparing polymorphic forms of
crystalline Compound 1. _
' [00096] = Inone embodiment, form 1 of the tosylate salt of Compound 1 can be made by
' any method of making form 1 apparent to those of skill in the art based upon the teachings
herein. In certain embodiments, form 1 can be formed from maturation of the amorphous
- tosylate salt of Compound 1 in isopropanol, acetone, ethyl acetate, methyl pentanone, toluene
" or acetonitrile solution. Form 1 can also be obtained from recrystallization of the amorphoﬁs
tosylate salt slurried in isopropanol. Form 1 can also be obtained by dissolving the freebase
in an appropriate solvent or combination of solvents such as two alcohols or an alcohol and

an anti-solvent such as a ketone, ether, ester, etc. After addition of the acid, the salt can be |

~ crystallized slowly in the correct form.

[00097] Solvent system in which impurities and free base of Compound 1 are soluble
while the stable crystalline salt of Compound 1 is insoluble, e.g., crystalline slurry can be -
formed by precipitation, can be selected. _

[00098] In another embodiment, form 2 of the tosylate salt of Compound 1 can be
made by any method of making form 2 apparent to those of skill in the art based upon the
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'teachings herein. In certain embodiments, form 2 can be formed from maturation of the
’ .ar_norphous tosylate salt of Compound 1 in dichloromethane.

[00099] In another embodiment, form 3 of the tosylate salt of Compound 1 can be
made by any method of making form 3 apparent to those of skill in the art based upon the
“teachings herein. In certain embodiments, form 3 can be formed from maturation of the
-amorphous tosylate salt of Compound 1 in methyl ethyl ketone, ethyl acetate or methyl
' 'p_ent-anone. Form 3 can also be obtained from maturation of form 1 in methyl pentanone.
[000100] In a further embodiment, the polymorphic forms of tosylate salt of -Compoimd
1 described above may be produced by methods that include steps of combining Compound 1 |
with a solvent to produce a slurry, and adding p-toluenesulfonic acid. _
- [000101] Any suitable solvent-may be used to create the slurry. Solvents that may be
| used in embodiments include alcoholic solvents, such as isopropanol. Any suitable
. combination of solvent may be used to create the solution from which the salt crystallizes.
Solvent combinétions that may be used in embodiments include, but are not limited to,

| methanol and methyl-t—butyl ether or ethanol and isopropanbl_.
' - [000102] For example, a slurry of Compound 1 in a solvent or a combination of

‘solvents may be produced at a temperaturé from about 0 °C to about 60 °C, such as from

- about 15 °C to about 45 °C, or from about 20 °C to about 25 °C. Afier it is produced, the

. slurry may optionally be warmed and/or maintained at a temperature from about 15 °C to
about 60 °C, such as from about 20 °C to about 50 °C, or about 45 °C.

[000103] Once the slurry is created, the p-toluenesulfonic acid may be added in an
‘amount sufficient to produce a p-toluenesulfonic acid salt of Combound 1. In one
enibodimcnt, the p-toluenesulfonic acid is provided in an amount from about 25 to about 75
wt%, from about 25 to about 50 wt%, from about 30 to about 40 wt%, or about 33 wt%
relative to the amount of Compound 1. The p-tolueneéulfonic acid may be added in the form
of a p-toluenesulfonic acid monohydrate.
[000104] Polymorphic forms of the tosylate salt of Compound 1 can be formed bya
solution method. For example, a solution of Compound 1 may be produced at a temperature
from about 0 °C to about 60.°C, such as from about 15 °C to about 45 °C, or from about 20
°C to about 25 °C. . After it is produced, the solution may optionally be warmed and/or
maintained at a temperature from about 15 °C to about 60 °C, such as from about 20 °C to
about 50 °C, or about 45 °C. |

[000105] Once the solution is creafed, the p-toluenesulfonic acid may be added in an

amount sufficient to_produbc a p-toluenesulfonic acid salt of Compound 1. In one
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Vembodiment, the p-toluenesulfonic acid is provided in an amount from about 25 to about 75
.Wt%, from about 30 to about 50 wt%, from about 35 to about 45 wt%, or about 40 wt%
relative to the amount of Compound 1. The p-toluenesulfonic acid may be addéd in the form
of a p-toluenesulfonic acid monohydrate.
[000106] = Inone embodiment, form 1 polymorph used to seed the solution may be
" added. Any suitable solvent may be used to form the p-toluenesulfonic acid solution.
Suitable solvents include alcoholic solvents, such as isopropanol or solvent combinations
such as methanol and methyl-z-butyl ether. In a preferred embodiment, the vol./vol. ratio of
methanol to methyl-t-butyl ether is 1:1.2. Suitable solvents include a combination of two or
more alcoholic solvents, such as a combination of ethanol and isopropanol. In a preferred
" embodiment, the vol./vol. ratio of ethanol to isopropanol is-2:1. In particular embodiments,
- the p-toluenesulfonic acid solution includes the same solvent used to create the slurry or the
| solution of Compound 1. _
[000107] After addition of p-toluenesulfonic acid in the apprbpriate solvent, a slurry of
' tfle'fonn -1 polymorph of the tosylate salt of Compound ié formed. The Water content of the
‘ '._sfupcrnatant of the slurry may be adjusted to a suitable level following the addition of the p-
| 'tolﬁenesulfonic acid. Typically, the water content of the slurry supematant may be in a range
| from about 0.2 to about 1.0 mg/mL, such as from about 0.4 to about 0.8 mg/mL, e.g., about
0.6 mg/mL, about 0.54 mg/mL, etc. ' '
[000108] Following the addition of the p-toluenesulfonic acid, the slurry or the solution
' may be stirred to produce a crystalline slurry. Stirring may be conducted for more than 48
hours. However, stirring is typically conducted for a period of from about 5 to about 36
. hours, such as from about 10 to about 24 hours or about 18 hours.
[000109] Stirring may be conducted at any temperature suitable for producing the
cry'stalline.'slurry.. For example, the shurry may be stirred. ata témperature from about 0 °C to
~ about 60.°C, such as from about 15 °C to about 45 °C or from about 20 °C to about 25 °C.
| [0001 10] After crystal forrnation, the crystalline sluﬁy may be filtered to remove the
supernatant, and the crystals may be washed with any suitable solvent. In embodiments, the |
érystals may be washed one to four times, and the solvent may be any solvent suitable for the
-- preparation of the crystalline slurry. In particular, the solvent used to wash the crystals may
_be the same solvent or solvents used to form the original slurry or solution, or the p- '
. toluenesulfonic acid solution. ‘ o ,
| [000111] The cryétals produced may then be dried to remove excess solvent by any

+ suitable method. For example, drying may be accomplished by one or more methods
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including but not limited to elevated temperatures in a range from about 0 °C to about 60 °C,

such as from about 15 °C to about 45°C; blowing dry nifrogen over the crystals; and blowing

humidified nitrogen over the crystals.’

[000112] ©  Maturation studies were perfdnned in which a sample of the tosylate salt of
Compound 1 was slurried in different solvents, filtered, and the wet solid was analyzed by
XRPD. Three polymorphic forms of the tosylate salt of Compound 1 were observed. FIG. 2
depicts the XRPD spectra of the starting material (E00285), form 1 tosylate salt, form 2
tbsyléte salt, form 3 tosylate salt, and .the amorphous form of Compound 1.

{000113] Table 4 lists the solvents used for maturation experiments.

. PCT/US2009/045143

Table 4
Example No. [Solvent Form

1 water Form 1

2 nitromethane Amorphous

3 anisole Form 2

. 4. [2-propanol Form 1

5 methylethyl ketone Form 3

6 acetone Form 1

7 e_fhyl acetate Form 1 |

8 dioxane [ Amorphous
9 acetonitrile Form 1

10 toluene [Form 1

11 dichloromethane [Form 2

12 |chloroform ‘Amorphous
13 TBME | Amorphous
14 isopropyl acetate IForm 2

15 NMP dissolved
16 = |4-methyl-2-pentanone [Form: 3

17 THF Gum

18 10% EtOAc / cyclohexane Amorphous
19 10% water EtOH A_morphous
20 10% water/THF Amorphous
21 10% water/ACN Amorphous
22 | 10% water/2-propanol Amorphous
23 10% water/acetone Amorphous
24 10% water/dioxane |Amorphous
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- [000114] Recrystallization of the amorphous material of Compound 1 was performed in
Avarious solvents. Oniy recrystallization in 2-propanol (isopropyl alcohol, IPA) géve form 1
tosylate salt, as shown in Table 5. FIG. 3 compares XRPD spectra of reference Compound 1.
(E00285) and the recrystallized form 1 tosylate salt from IPA.

Table 5

Experiment No. | Solvent Volume | At50°C { XRPD of precipitate of solid
1 nitromethane 24 Soluble
2 anisole 200 Insoluble | Amorphous
3 2-propanol 60 Soluble Forml
4 methylethyl ketone 100 | Soluble Amorphous
5 acetone . 80 Soluble Amorphous
6 ethyl acetate 200 Insoluble | Amorphous
7 dioxane 120 Soluble Amorphous
8 acetonitrile g0 Soluble |
9 toluene 200 Insoluble | Amorphous .
10 dichloromethane 5 Soluble Amorphous
11 chloroform ] 5 Soluble Amorphous
12 TBME 200 Insoluble | Amorphous
13 isopropyl acetate 200 Insoluble | Amorphous
14 4-methyl-2-pentanone 200 Insoluble | Amorphous
15 THF 100 Soluble Amorphous
16 10% EtOAc / cyclohexane 200 Insoluble | Amorphous

[000115] A summary of the polymorphism the tosylate salt of Compound 1 is presented
in Scheme 1:

Scheme 1

Amorphous

Isopropyl alcohol,
Acetone, Ethyl Acetate,
Methyl pentanone,

toluene, acetonitrile

Dichloromethane

yl ketone, ethy!
ethyl

Forrh 1 .
Form 2

Methyl
pentanone
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[0001 16] After recrystallization, samples of form 1, form 2, and form 3 tosylate salt
-were dried overnight in a vacuum and analyzed by XRPD, as shown in FIG. 4. There was no
change in form after drying. _
[000117] Variable temperature XRPD was performed on form 2 and form 3 tosylate salt
of Compound 1. See FIG. 5 and FIG. 6, respectively.

[000118] The relative stabilities of the polymorphic forms of Compound 1 were

- analyzed. For example, form v1 tosylate salt was subjected to a maturation experiment fof 24
hours in either IPA or methyl pénta.none, seeded with either form 2 or form 3 tosylate salt.
Duﬁng this experiment, there was no change of form 1. into form 2 or 3. A slurry of a 50:50
mixture of form 1 and form 3 were analyzed in IPA for 18 hours at 0 °C, 25 °C, 40.°C, and
60 °C, as shown in FIG. 7. There was no change of form 1 into form 3.

[000119] Recrystallization experiments indicated that form 1 tosylate salt can be

.. obtained reproducibly from the amorphous tosylate salt by slurrying in IPA. Form 1 of
Compound 1 can also be obtained reproducibly by the addition of tosic acid. A high

" resolution XRPD scan of form 1 is depicted in FIG. 8 and the characteristic of the diffraction

pattern are shown Table 1.

4. Pharmaceutical Compositions Comprising Compounds, Salts, Crystalline Forms
or Polymorphs thereof of the Invention

. [000120] In a further embodiment, the invention pertains to pharmaceuﬁcal
‘compositions comprising a tetracycline compound of the invention (e.g., synthesized, or
purified by the methods of the invention) or a pharmaceutically acceptable salt, prodrug or
ester thereof. The pharmaceutical compositions may comprise a pharmaceutically acceptable
carrier. |

[000121] The term “composition” as used herein is intended to encompass a product

‘ ‘comprisin'g the specified ingredients (and in the specified amounts, if indicated), as well as
any product which results, directly or indirectly, from combination of the specified '
ingredients in the specified amounts. By “pharmaceutically acceptable” it is meant the
diluent, excipient or carrier must be compatible with the other ingredients of the formulation
and not deleterious to the recipient thereof. | |
[000122] As set out above, certain embodiments of the present compounds can contain
a basic functional group, such as amino or alkylamino, and are, thus, capable of forming
phérmaceutically acceptable salts with pharmaceutically acceptable acids. The term

“pharmaceutically acceptable salts” is recognized in the art and includes relatively non-toxic,
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inorganic and organic acid addition salts of compounds of the present invention. These salts
can be prepared in situ during the final isolation and purification of the compounds of the
invention, or by separately reacting a purified compound of the invention in its free base form
with a suitable organic or inorganic acid, and isolating the salt thus formed. Representative
salts include the hydrobromide, hydrochloride, sulfate, bisulfate, phosphate, nitrate, acetate,
a valerate, oleate, palmitate, stearate, laurate, benzoate, lactate, phosphate, tosylate, cifrate,
maleate, fumarate, succinate, tartrate, napthylate, rhesylate, glucoheptonate, lactobionate, and
| 1aurylsu1phonate salts, and the like. (See, e.g., Berge et al. (1977) “Pharmaceutical Salts™, J.
Farm, SCI. 66:1-19).
[000123] In other cases, the compounds of the present invention may contain one or
more acidic functional groups and, thus, are capable of .forming pharmaceutically acceptable
salts with pharmaceutically acceptable bases. The term “pharmaceutically acceptable salts”
in these instances includes relaﬁvély non-toxic, inorganic and organic base addition salts of
compounds of the present invention. These salts can likewise be prepared in situ during the
final isolation and purification of the compounds, or by separately reacting the purified
compound 1n its free acid form with a suitable base, such as the hydroxide, carbqnate or
- bicarbonate of a pharmaceutically acceptable metal cation, with ammonia, or with a
pharmaceutically acceptable organic primary, secondary or tertiary amine. Representative
alkali or alkaline earth salts include the lithium, sodium, potassium, calcium, magnesium, and
aluminum salts and the like. Representative organic amines useful for the formation of base
addition salts include ethylamine, diethylamine, ethylehediamine, ethanolamine,
diethanolamine, piperazine, and the like. ‘
[000124] The term “pharmaceutically acceptable esters™ refers to the relatively non-
toxic, esterified products of the compounds of the present invention. These esters can be
prepared in situ during the final isolation and purification of the compounds, or by separately
reacting the purified compound in its free acid form or hydroxyl with a suitable esterifyihg.
agent. Carboxylic acids can be converted into esters via treatment with an alcohol in the
presence of a catalyst. Hydroxyls can be converted into esters via treatment with an
esterifying agent such as alkanoyl halides. The term also includes lower hydrocarbon groups
capable of being solvated under physiological conditions, e.g., alkyl esters, methyl, ethyl and
propyl esters. (See, for example, Berge ef al., supra.).
[000125] The invention also pertains to tetracycline compounds, which are synthesized
and/or purified by the methods of the invention, and pharmaceutically acceptable salts
thereof. -
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[000126] The phrase “pharmaceutically acceptable carrier” is recognized in the art and
includes a pharmaceutically acceptable material, composition or vehicle, suitable for
administering compounds of the present invention to mammals. The carriers include liquid
or solid filler, diluent, excipient, sol\\rcnt or encapsulating material, involved in carrying or
transporting the subject agent from one organ, or portion of the body, to another 6rgan, or
portion of the body. Each carrier must be “acceptable” in the sense of being compatible with
the other ingredients of the formulation and not injurious to the patient. Some examples of
materials which can serve as pharmaceutically acceptable carriers include: sugars, such as
lactose, glucose and sucrose; starches, such as corn starch and potato starch; cellulose and its
| derivatives, such as sodium carboxymcthyl cellulose, ethyl cellulose and cellulose acetate;
powdered tragacanth; malt; gelatin; talc; excipients, such as cocoa butter and suppository
waxes; oils, such as peanut oil, cottonseed oil, safflower oil, sesame oil, olive oﬂ, corn oil and
soybean oiI; glycols, such as propylene glycol; polyols, such as glycerin, sorbitol, mannitol
and polyethylene glycol; esters, such as ethyl oleate and ethyl laurate; agar; buffering agents,

- such as magnesium hydroxide and aluminum hydroxide; alginic acid; pyrogen-free water;

~ isotonic saline; Ringer's solution; ethyl alcohol; phosphate buffer solutions; and other non-

toxic compatible substances employed in pharmaceutical formulations.

. [000127] Wetting agents, emulsifiers and lubricants, such as sodium lauryl sulfate-and
magnesium stearate, as well as coloring agents, releasing agents, coating agents, sweetening '
agents, flavoring and perfuming agents, preservatives and antioxidants can also be present in
the compositions.

[000128] Examples of pharmaceutically acceptable antioxidants include: water soluble
antioxidants, such as ascorbic acid, cysteine hydrochloride, sodium bisulfate, sodium |
metabisulfite, sodium sulfite and the like; oil-soluble antioxidants, such as ascorbyl palmitate,
butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT), lecithin, propyl gallate,

" a-tocopherol, and the like; and metal chelating agents, such as citric acid, ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA), sorbitol, tartaric acid, phosphoric acid, and the like. |
[000129] Formulations of the present invention include those suitable for oral, nasal,
topical, transdermal, buccal, sublingual, rectal, vaginal and/or parenteral administration. The
formulations may conveniently be presented in unit dosage form and may be prepared by any
methods well known in the art of pharmacy. The amount of active ingredient which can be
combined with a carrier material to produce a single dosage form will generaﬂly be that

amount of the compound which produces a thcrape_utic effect. Generally, out of one hundred

26

5@



WO 2009/143509 ' PCT/US2009/045143

per cent, this amount will range from about 1 per cent to about ninety-nine percent of active
- ingredient, preferably from about 5 per cent to about 70 per cent, most preferably from about
10 per cent to about 30 per cent.
[000130] Methods of preparing these formulations or compositions include the step of
bringing into association a compound of the present invention with the carrier and,
optionally, one or more accessory ingredients. In general, the formulations are prepared by
uniformly and intimately bringing into association a compound of the present invention with
liquid carriers, or finely divided solid carriers, or both, and then, if necessary, shaping the
product.
[000131] Formulations of the invention suitable for oral administration may be in the
form of capsules, cachets, pills, tablets, lozenges (using a flavored basis, usually sucrose and -
. acacia or tragacanth), powders, granules, or as a solution or a suspension in an aqueous or
_ "non-aqueous liquid, or as an oil-in-water or water-in-oil liquid emulsion, or as an elixir or
syrup, or as pastilles (using an inert base, such as gelatin and glycerin, or sucrose and acacia)
and/or as mouth washes and the like, each containing a predetermined amount of a compound
of the present invention as an active ingredient. A compound of the present invention may
 also be administered as a bolus, electuary or paste.
[000132] In solid dosage forms of the invention for oral administration {capsules,
tablets, pills, dragees, powders, granules and the like), the active ingredient is mixed with one
or more pharmaceutically acceptable carriers, such as sodium citrate or dicalcium phosphate
and/or any of the following: fillers or extenders, such as starches, lactose, sucrose, glucose,
mannitol and/or silicic acid; binders, such as carboxymethylcellulose‘, alginates, gelatin,
polyvinyl pyrrolidone, sucrose and/or acacia; humectants, such as glycerol; disintegrating
agents, such as agar-agar, calcium carbonate, potato or tapioca starch, alginic acid, certain
silicates, and sodium carbonate; solution retarding agents, such as paraffin; absorption
- accelerators, such as quaternary ammonium compounds; wetting agents, such as cetyl alcohol
and glycerol monostearate; absorbents, such as kaolin and bentonite clay; lubricants, such as
talc, calcium stearate, magnesium stearate, solid polyethylene glycols, sodium lauryl sulfate,
and mixtures thereof; and coloring agents. In the case of capsules, tablets and pills; the
pharmaceutical compositions may also comprise buffering agents. Solid compositions of a
~ similar type may also be employed as fillers in soft and hard-filled gelatin capsules using
“such excipients as lactose or milk sugars, as well as high molecular weight polyethylene

glycols and the like.
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[000133] A tablet may be made by compression or movlding, optionally with one or
- more accessory ingredients. Compressed tablets may be prepared using binder (for example,
+ gelatin or hydroxypropylmethyl cellulose), lubricant, inert diluent, preservative, disintegrant
(for example, sodium starch glycolate or cross-linked sodium carboxymethyl cellulose),

-surface-active or dispersing agent. Molded tablets may be made by molding in a suitable

- ‘machine a mixture of the powdered compound moistened with an inert liquid diluent.

[000134] The tablets, and other solid dosage forms of the pharmaceutical compositions
of the present invention, such as dfagees, capsules, pills and gtanules? may optionally be |
scored or prepared with coatings and shells, such as enteric coatings and other coatings well
. known in the pharmaceutical-formulating art. They may also be formulated so as to provide’
slow or controlled release of the active ingredient therein using, for example,
hydroxypropylmethyl cellulose in varying proportions to provide the desired release profile,
other polymer matrices, liposomes and/or microspheres. They may be sterilized by, for
example, filtration through a bacteria-retaining filter, or by incorporating sterilizing agents in
the form of sterile solid compositions which can be dissolved in sterile water, or some other
sterile injectable medium immédiately before use. These compositions may also optionally
contain opacifying agents and may be of a composition that they release the active
_ingredient(s) only, or preferentially, in a certain portion of the gastrointestinal tract,
optionally, in a delayed manner. Examples of embedding compositions which can be used
include polymeric substances and waxes. The active ingredient can also be in micro-
encapsulated form, if appropriate, with one or more of the above-described excipients.
[000135] Liquid dosage forms for oral administration of the compounds of the invention
‘include pharmaceutically acceptable emulsions, microemulsions, solutions, suspensions,
syrups and elixirs. In addition to the active ingredient, the liquid dosage forms may contain
inert diluent commonly used in the art, such as water or other solvents, solubilizing agents
and emulsifiers, such as ethyl alcohol, isopropy! alcohol, ethyl carbo}late, ethyl acetate,
benzyl alcohol, benzyl benzoate, propylene glycol, 1,3-butylehe glycol, oils (in particular,
cottonseed, groundnut, com, germ, olive, castor and sesame oils), glycerol, tctrahydrofuryl
‘alcohol, polyethylene glycols and fatty acid esters of sorbitan, and mixtures thereof.
[000136] Besides inert diluents, the oral compositions can also include adjuvants such
as wetting agents, emulsifying and suspending agents, sweetening agents, flavoring agents;
coloring agents, perfuming and preservative agents. '
[000137] _ Suspensions, in addition to the active compounds, may contain suspending

~ agents as, for example, ethoxylated isostearyl alcohols, polyoxyethylene sorbitol and sorbitan

28

BL



WO 2009/143509 PCT/US2009/045143

esters, microcrystalline cellulose, aluminum metahydroxide, bentonite, agar-agar and
‘tragacanth, and mixtures thereof.
- [000138] Formulations of the pharmaceutical compositions of the invention for rectal or

'vaginal administration may be presented as a suppository, which may be prepared by mixing

- one or more compounds of the invention with one or more suitable nonirritating excipients or

- carriers comprising, for example, cocoa butter, polyethylene glycol, a suppository wax or a

| salicylate, and which is solid at room temperature, but liquid at body‘temperature and,

.' therefore, will melt in the rectum or vaginal cavity and release the active compound.
_t000139] Formulations ‘61’ the present invention which are suitable for vaginal
administration also include pcssérics, tampons, creams, gels, pastes, foams or spray

* formulations containing such carriers as are known in the art to be appropriate.

| ;[000140] Dosage forms for the topical or transdermal administration of a compound of

' this invention include powders, sprays, ointments, pastes, creams, lotions, gels, solutions,
. patches and inhalants. The active compound may be mixed under sterile conditions with a
5 pharmaceutically acceptable carrier, and with any preservatives, buffers or propellants which
“may be required. _
' [bOOl41] The ointments, pastes, creams and gels may contain, in addition to an active
- compound of this invention, excipients, such as animal and vegetable fats, oils, waxes,
paraffins, starch, tragacanth, cellulose derivatives, polyethylene glycols, silicones, bentonites,
silicic acid, talc and zinc oxide, or mixtures thereof.
B [000142] Powders and sprays can contain, in addition to a compound of this invention,
-excipients such as lactose, tale, silicic acid, aluminum hydroxide, calcium silicates and
. polyamide powder, or mixtures of these substances. Sprays can additionally contain
, | customary propellants, such as chlorofluorohydrocarbons and volatile unsubstituted
~ hydrocarbons, such as butane and propane.
[000143] Transdermal patches have the added advantage of providing controlled -
delivery of a compound of the pfesent invention to the body. Such'dosage forms can be
made by dissolving or dispersing the compound in the proper medium.. Absorption enhancers
éan also be used to increase the flux of the compound across the skin. The rate of such flux
- can be controlled by either providing a rate controlling membrane or dispersing the active
bompound in a polymer matrix or gel. |
[000144] Ophthalmic formulations, eye ointments, powders, solutions and the like, are

also contemplated as being within the scope of this invention.
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| [000145] Pharmaceutical compositions of this invention suitable for parenteral
- -administration comprise one or more compounds of the invention in combination with one or
more pharmaceutically acceptable sterile isotonic aqueous or nonaqueous solutions,
- dispersions, suspensions or emulsions, or sterile powders which may be reconstituted into
.. sterile injectable solutions or dispersions just prior to use, which may contain antioxidants,
buffers, bacteriostats, solutes which render the formulation isotonic with the blood of the
intended recipient or suspending or thickening agents.
[000146] ' Examples of suitable aqueous and nonaqueous carriers which may be
employed in the pharmaceutical compositions of the invention include water, ethanol, polyols -
| (such as glycerol, propylene glycol, polyethylene glycol, and the like), and suitable mixtures
. . thereof, vegetable oils, such as olive oil, and injectable organic esters, such as ethyl oleate.
‘Proper fluidity can be maintained, for example, by the use of coating materials, such as
B lecithin, by the maintenance. of the required particle size in the case of dispersions, and by the
- “use of surfactants.
.[000147] These c'omposiﬁons may also contain adjuvants such as preservatives, wetting
- _agents, emulsifying agents and dispersing agents. Prevention of the actionof
microorganisms may be ensured by the inclusion of various antibacterial and antifungal
. agents, for example, paraben, chlorobutanol, phenol sorbic acid, and the like. It may also be
'i desirable to include isotonic agents, such as sugars, sodium chloride, and the like into the
* compositions. In addition, prolonged absorption of the injectable pharmaceutical form may
be brought about by the inclusion of agents which delay absorption such as aluminum
_ monostearate and gelatin; _
"[000148] In some cases, in order to prolong the effect of a drug, it is desirable to slow
_'the absorption of the drug from subcutaneous or intramuscular injection. This may be
accomplished by the use of a liquid suspension of crystalline or amorphous material having -
. poor water solubility. The rate of absorption of the drug then depends upon its rate of
dissolution which, in turn, may depend upon crystal size and crystalline form. Altemativély, '
delayed absorption of a parenterally-administered drug form may be accomplished by - |
dissolving or suspending the drug in an oil vehicle. '
[000149] Inj ectablé depot forms are made by forming microencapsule matrices of the
subject compounds in biodegradable polymers such as polylactide-polyglycolide. Depending
on the ratio of drug to polymer, and the nature of the particular polymer employed, the rate of
' drug release can be controlled. Examples.of other biodegradable polymers include '
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poly(orthoestefs) and poly(anhydrides). Depot injectable formulations are also prepared by
' A én_trapping the drug in liposomes or microemulsions which are .compati'ble with body tissue.
[000150] The preparations of the present invention may be given orally, parenterally,
. topically or rectally. They are given by forms suitable for each administration route. For
-example, they are administered in tablets or capsule form. For example, they are
.administered by injection, infusion, inhalation, lotion, ointment, suppository, etc. Oral
- administration is preferred.
- [000151] The phrases “parenteral administration” and “administered parenterally” as
used herein means modes of administration other than enteral and topical adxninjstratioh,
usually by injection, and includes, without limitation, intravcnous, intramuscular,
- intraarterial, intrathecal, intracapsular, intraorbital, intracardiac, intradermal, intraperitoneal,
transtracheal, subcutaneous, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subarachnoid,
intraspinal and intrasternal injection and infusion. |
[000152] The phrases “systemic .administration”, “administered systemically”,
 “peripheral administration” and “administered peripherally” as used herein mean the
R .administration of a compound, drug or other material other than directly into the central
_nervous system, such that it enters the patient’s system and, thus, is subject to metabolism
and other like processes, for example, subcutaneous administration.
[000153] These compounds may be administered to. humans and other animals for
. therapy by any suitable route of administration, including orally, nasally (as by, for example,
~ aspray), rectally, intravaginally, parenterélly, intracisternally and topically (as by powders,
ointments or drops, including buccally and sublingually). |
[000154] Regardless of the route of administration selected, the compounds of the
present invention, which may be used in a suitable hydrated form, and/or the pharmaceutical
compositions of the present invention, are formulated into pharmaceutically acceptable
+ dosage forms by conventional methods known to those of skill in the art.
'[00015 5] The term “therapeutically effective amount” refers to the amount of the
subject salt or polymorph'that will elicit the biological or medical response of a tissue,
system, animal or human that is being sought by the researcher, veterinarian, medical doctor
or other cliﬁician or that is sufficient to prevént development of or alleviate to some extent
one or more of the symptoms of the disease being treated.
[000156] Actual dqs‘agc levels of the active ingredients in the pharmaceutical

compositions of this invention may be varied so as to obtain an amount of the active
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ingredient which is effective to achieve the desired therapeutic response for a particular
.'p_atient, composition, and mode of administration, without being toxic to the patient.
[000157] The selected dosage level will depend upon a variety of factors including the
B activity of the particular compound of the present invention employed, .or the ester, salt or
_ amide thereof, the route of administration, the time of administration, the’ rate of excretion of
- - the particular compound being emplojted, the duration of the treatrhent, other drugs,
co‘mpounds and/or materials used in combination with the particular compound employed,
the age, sex, weight, condition, general health and prior medical history of the patient being
treated, and like factors well known in the medical arts.
- V[v00015 8] A physician or veterinarian having ordinary skill in the art can readily

- determine and prescribe the effective amount of the pharmaceutical composition required.

For example, the physician or veterinarian could start doses of the co_mbpunds of the
‘invention employed in the pharmaceutical composition at levels blo‘wer than that required in
order to achie{re the desired therapeutic effect and gradually increase the dosage until the
_ _de.sired' effect is achieved. » '
- [000159] In general, a suitable daily dose of a compound of the invention will be that
- amount of the compound which is the lowest dose effective to produce a therapeutic effect.
Such an effective dose will generally depend upon the factors described above. Generally,
intravenous and subcutaneous doses of the compounds of this invention for a patient, when
used for the indicated analgesic effects, will range from about 0.0001 to about 100 mg per
.kilogram of body weight per day, more preferably from about 0.01 to about 50 mg per kg per
- ‘day, and still more preferably from about 0.1 to about 10 mg per kg per day. For example, in v
- some embodiments the doses are between 0.5 and 4.0 mg per kg day. If desired, the effective
daily dose of the active compound may be administered as one, two, three, four, five, six or

more sub-doses administered separately at appropriate intervals fhroughout the day or week

- - or other suitable time period, optionally, in unit dosage forms.

5 [000160] While it is possible for a compound of the present invention to be
' administered alone, it is preferable to administer the compound as a pharmaceutical

* ‘composition.
5. Methods of Using the Tetracycline Compounds of the Invention

[000161] The invention also pertains to a method for treating a tetracycline responsive

state in a subject, by administering to the subject an effective amoun_t of a composition
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comprising a Compound 1 according to the invention or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, such that the state is treated.

[000162] The terms “treat”, “treating” or “treatment”, as used herein, refer to a method = -

of alleviating or abrogating a disease or disorder (e.g., the tetracycline compound responsive

state) and/or its attendant symptoms. The terms “prevent”, “preventing” or “prevention”, as
1_ised herein, refer to a method of barring a subject from acquiring a disease or disorder. The
“subject”, as used herein, includes a mammal. The mammal can be e.g., any mammal, e.g.,a

human, primate, mouse, rat, dog, cat, cow, horse, goat, camel, sheep or a pig. Preferably, the

" 'mammal is a human.

[000163] The language “tetracycline compound responsive state” or “tetracycline

‘responsive state” includes states which can be treated, prevented, or otherwise ameliorated by

fhe'administration ofa tetracycline compound of the invention. Téfraicycline compouhd

responsive states include bacterial, viral, and fungal infections (including those which are

resistant to other tetracycline compounds), cancers (e.g., prostate cancer, breast cancer, colon

cancer, lung cancer, melanoma, lymph cancers and other disorders characterized by

i_lnwantcd cellular proliferation, including, but not limited to, those described in U.S.

*6,100,248), arthritis, osteop_orosis, diabetes, and other states for which tetracycline
’ ‘compounds have been found to be active (sec;, for example, U.S. Patent Nos. 5,789,395;

; 5,834,450; 6,277,061 and 5,532,227, each of which is expressly incorporated herein by

i'éferenc_e). Compounds of the invention can be used to prevent or control important

~mammalian and veterinary diseases such as diarrhea, urinary tract infections, infections of

- skin and skin structure, ear, nose and throat infections, wound infection, mastitis and the likcl
In addition, methods for treating neoplasms using tetracycline compdunds of the invention

| are also included (van der Bozert et al., Cancer Res., 1998, 48:6686-6690). In one

_ embodiment, the tetracycline responsive state is not a bacterial infection. In another

- -embodiment, the tetracycline compounds of the invention are essentially non-antibacterial.
‘For example, non-antibacterial tétracych'ne compounds of the invention may have MIC

| values greater than about 4 pg/ml as measured by assays known in the art.

[000164] Tetracycline compound responsive states also include inflammatory process

‘associated states (IPAS). The term “inflammatory process associated state” includes states in
* which inflammation or inflammatory factors (e.g., matrix metalloproteinases (MMPs), nitric '

-~ oxide (NO), TNF, interleukins, plasma proteins, cellular defense systems, cytokines, lipid

metabolites, proteases, toxic radicals, adhesion molecules, etc.) are involved or present in an '
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area in aberrant amounts. The inflammatory process is the response of living tissue to

damage. The cause of inflammation may be due to physical damage, chemical substances,

micro-organisms, tissue necrosis, cahcer or other agents. Acute inflammation is short-lasting
for only a few days. If it is longer lasting, however, then it may be referred to as chronic
inflammation. ’

[000165] - IPAS’s include inflammatory disorders. Inflammatory disorders are generally

characterized by heat, redness, swelling, pain or loss of function. Examples of causes of

_inﬂa:m_matory disorders include, but are not limited to, microbial infections (e.g., bacterial

_;cmd fungal infections), physical agénts (e.g., bums, radiation and trahmé), chemical agents

(e.g., toxins and caustic substances), tissue necrosis and various fypes of immunologic
~ reactions. In a further embodiment, the IPAS includes disorders described in U.S. Patent

~ Nos. 5,929,055 and 5,532,227, incorporated herein by reference in their entirety.

'.1[000166] Examples of mﬂmatow disorders include, but are not Iimited to,
osteoatthﬁtis, theumatoid arthritis, acute and chronic infecﬁons (bacterial and fungal,

.including diphtheria and pertussis), acute and chronic bronclﬂﬁs,sihusitig upper respiratory

- finfections (the common cold, efc.), acute and chronic gastroenteritis and colitis, acute and
chronic cystitis and urethritis, acute and chronic dermatitis, écute and chronic conjunctivitis,

V_ acute and chronic éerositis (pericarditis, peritonitis, synovitis, pleuritis and tendinitis), uremic

-pericarditis, acute and chronic cholecystis, acute and chronic vaginitis, acute and chronic
uVeiti_s, drug reactions, insect bifces, burns (thermal, chemical and electrical) and sunburn.

. '[000167] . The term “inflammatory process associated state” includes, in one
'embodimcnt, NO associated states. The term “NO associated state” includes states which
involve or are associated with nitric oxide (NO) or inducible nitric oxide synthase (iNOS).

. NO associated state includes states which are characterized by aberrant amounts of NO

| ‘and/or iNOS. Preferably, the NO associated state can be treated by administering

tetracycline compounds of the invention. The disorders, diseases and states described in US.

~ Patents Nos. 6,231,894; 6,015,804; 5,9'19,774; and 5,789,395 are also included as NO

| associated states. The entire contents of each of these pafents are hereby incorporated herein
: by reference.

N ‘[000168] Other examples of NO associated states include, but are not limited to,

- malaria, senescence, diabetes, vascular stroke, neurodegenerative disorders (Alzheimer’s

disease, Huntington’s disease and Paikinson’s disease), cardiac disease (reperfusion-

associated injury following infarction), juvenile diabetes, inflammatory disorders,

. osteoarthritis, rheumatoid arﬁhxi_tis, acute, recurrent and chronic infections (bacterial, viral and
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fungal), acute and chronic bronchitis, sinusitis, and respiratory infections (the common cold,
-etc.), acute and chronic gastroenteritis and colitis, acute and chronic cystitis and urethritis,
acute and chronic dermatitis, acute and chronic conjunctivitis, acute and chronic serositis
(pericarditis, peritonitis, synovitis, pleuritis and tendonitis), urezhic pericarditis, acute and
chronic cholecystis, cystic fibrosis, acute and chronic vaginitis, acute and chrbnic uveitis,
-'drug reactions, insect bites, burns (thermal, chemical and electrical), and sunburn.
[000169] The term “inflammatory process associated state” also inéludes, in one
embodiment, matrix metalloproteinase associated states ‘(MMPAS); MMPAS include states
characterized by aberrant amounts of MMPs or MMP activity. These are also included as
| tetracycline compound responsive states which may be treated using compounds of the
invention. ,
[000170] Examples of matrix metalloproteinase associéted states (MMPAS’s) include, -
. but are not limited to, arteriosclerosis, corneal ulceration, emphysema, osteoarthritis, multiple
| éclerosis (Liedtke et al,, Ann. Neurol. 1998, 44:35-46; Chandler et al., J.
. Neuroimmunol.1997, 72:155-71), osteosarcoma, osteomyelitis, bronchiectasis, chronic
: .pulmonary obstructive disease, skin and eye diseases, periodontitis, osteoporosis, theumatoid
- arthritis, ulcerative colitis, inflammatory disorders, tumor growth and invasion (Stetler-
-Stevenson et al., Annu. Rev. Cell Biol. 1993, 9:541-73; Tryggvason et al., Biochim. Biophys.
“Acta 1987, 907:191-217; Li et al., Mol. Carcinog. 1998, 22:84-89), métastasis, acute lung
injury, stroke, ischemia, diabetes, aortic or vascular aneurysms, skin tissue wounds, dry eye,
“bone and cartilage degradation (Greenwald et al., Bone 1998, 22:33-38; RYan etal., Curr.
Op. Rheumatol. 1996, 8:238-247). Other MMPAS include those described in U.S. Patent
Nos. 5,459,135; 5,321,017; 5,308,839; 5,258,371; 4,935,412; 4,704,383; 4,666,897 and RE
34,656, incorporated herein by reference in their entirety.
[000171] In another embodiment, the tetracycline compound responsive state is cancer.
Examples of cancers which the tetracycline compounds of the invention may be useful to
treat include all solid tumors, i.e., carcinomas e.g., adenocarcinomas and sarcomas.
Adenocarcinomas are carcinomas derived from glandular tissue or in which the tumor cells
form recognizable glandular structures. Sarcomas broadly include tumors whose cells are
‘ ‘embedded in a fibrillar or homogeneous substance like embryonic connective tissue.
' Examples of carcinomas which may be treated using the compounds of the invention include, .
but are not limited to, carcinomas of the prostate, breast, ovary, testis, lung, colon and breast.
The methods of the invention are not limited to the treatment of these tumor types, but extend

to any solid tumor derived from any organ system. Examplés of treatable cancers i(nclude,
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but are not limited to, colon cancer, bladder cancer, breast cancer, melanoma, ovarian
cércinoma, prostatic carcinoma, lung cancer, and a variety of other cancers as well. The
methods of the invention also cause the inhibition of cancer growth in adenocarcinomas, such
as, for example, those of the‘ prostate, breast, kidney, ovary, testes and colon.
[000172] In an embodiment, the invention pertains to a method for treating a subject
‘.suffering or at risk of suffering from cancer, by administering an effective amount of a
éubsﬁtuted tetracycline compound such that inhibition of cancer cell growth occurs, i.e.,
cellular proliferation, invasiveness, metastasis, or tumor incidence is decreased, slowed, or
stopped. The inhibition may result from inhibition of an inflammatory process, down-
‘regulation of an inflammatory process, some other mechanism or a combination of
.mechanisms. Alternatively, the tetracycline compounds may be useful for preventing cancer
‘recurrence, for example, to treat residual cancer following surgical resection or radiation
therapy. The tetracycline compounds useful according to the invention are especially
édvantageous as thg\y are substantially non-toxic compared to other cancer treatments. In a
~ further embodiment, the compounds of the invention are administered in combination with
standard cancer therapy, such as, but not limited to, chemotherapy.
- [000173] Examples of tetracycline fesponsive states also include neurological disorders
- which include both neuropsychiatric and neurodegenerative disorders, but are not limited to,
Alzheimer’s disease, dementias related to Alzheimer’s disease such as Pick’s disease,
Parkinson’s diseases and other Lewy diffuse body diseases, senile dementia, Huntington’s
diéease, Gilles de la Tourette’s syndrome, multiple sclerosis, amylotrophic lateral sclerosis
(ALS), progressive supranuclear palsy, epilepsy, and Creutzfeldt-Jakob disease, autonomic
function disorders such as hypertension and sleep disorders, neuropsychiatric disorders
(depression, schizophrenia, schizoaffective disorder, Korsakoff’s psychosis, mania, anxiety.
~ disorders, phobic disorders, ezc.), learning or memory disorders (amnesia or age-related
R memory loss, attention deficit disorder, etc.), dysthymic disofder, major depressix}e disorder,
‘db‘se'ssive-compulsix}e disorder, psychoactive substance use disorders, anxiety, phobias, panic
disorder, as well as bipolar affective disorder (sev.ere bipolar affective (mood) disorder (BP-
1), bipolar affective neurological disorders, e.g., migraine and obesity, etc.). Further
- neurological disorders include, for example, those listed in the American Psychiatric
_ Association’s Diagnostic and Statistical manual of Mental Disorders (DSM), the most current
- version of which is incorporated herein by reference in its entirety.
[000174] In another embodiment, the tetracycline compound responsive state is

diabetes, e.g., juvenile diabetes, diabetes mellitus, diabetes type I, or diabetes type I. Ina - -
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further embodiment, protein glycosylation is not affected by the administration of the

- tetrécycline compounds of the invention. In another embodiment, the tetracycline.compound
of the invention is administered in combination with standard diabetic therapies, such as, but
not limited to insulin therapy.
[000175] In another embodiment, the tetracycline compound responsive state is a bone
mass disorder. Bone mass disorders include disorders where a subjects bones are disorders
and/or states where the formation, repair or remodeling of bone is advantageous. For
example, bone mass disorders include osteoporosis (e.g., a decrease in bone strength and

' density), bbne fractures, bone formation associated with surgical procédureé (e.g., facial
reconstruction), osteogenesis imperfecta (brittle bone disease), hypophosphatasia, Paget’s

: diSease, fibrous dysplasia, osteopefrosis,'myeloma bone diseas.e,_ and the depletion of calcium

"in bone, such as that which is related to primary hyperparathyrbidism. Bone mass disorders

~include all states in which the formation, repair or remodeling of bone is advantageous to the

. subjéct as well as all other disorders associated with the bones or skeletal system of a subject
which can be treated with the tetracycline compounds of the invention. In a further
L'-émbodimcnt, the bone mass disorders include those described in U.S. Patent Nos. 5,459,135;
. 5,231,017; 5,998,390; 5,770,588; RE 34,656, 5,308,839; 4,925,833; 3,304,227 and
4,666,897, each of which is hereby incorporated herein by reference in its entirety.
-[000176] In another embodiment, the tetracycline compound responsive state is acute
' lung injury. Acute lung injuries include adult respiratory distress syndrome (ARDS), post-
) pump syndrome (PPS) and trauma. Trauma includes any injury to living tissue caused by an
‘extrinsic agent or event. Examples of trauma include, but are not limited to, crush injuries,
cdntact with a hard surface, or cutting or other damage to the luﬁgs.
[00017 71 The invention aiso pertains to a method for treating acute lung injury by

administering a substituted tetracycline compound of the invention.

o ,[000178] The tetracycline responsive states of the invention also include chronic lung

disorders. The invention pertains to methods for treating chronic lﬁng disorders by
administering a tetracycline compound, such as those described herein. The method includes

.adminisfering to a subject an effective amount of a substituted tehfacycline compound such

- that the chronic lung disorder is treated. Examples of chronic lung disorders include, but are

- “not limited, to asthma, cystic fibrosis and emphysema. In a further embodiment, the

tetracycline compounds of the invention used to treat acute and/or chronic lung disorders

. such as those described in U.S. Patent Nos. 5,977,091; 6,043,231; 5,523,297; and 5,773,430,

each of which is hereby incorporated herein by reference in its entirety.
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[000179]  In yet another embodiment, the tetracycline compound responsive state is
ischemia; stroke or ischemic stroke. The invention also pertains to a method for treating
ischemia, stroke or ischemic stroke by administering an effective amount of a substituted
tetracycline compound of the invention. In a further embodlment the tetracycline
compounds of the invention are used to treat such disorders as described i in U.S. Patent Nos.
6,231,894; 5,773,430, 5,919,775 and 5,789,395, incorporated herein by reference.

[000180] In another embodiment, the tetracycline compound responsive state is a skin
wound. The invention also pertaihs, at leasf in part, to a method for-impi'ovhig the healing
response of the epithelialized tissue (e.g., skin, mucusae, etc.) to acute traumatic injury (e.g.,
cut, bumn, scrape, etc.). The method may include using a tetracycline compound of the
invention (which may or may not have antibacterial activity) to improve the capacity of the
epithelialized tissue to heal acute wounds. The method may increase thé_ rate of collagen
accumulation of the healing tissue. Thé method may also decrease the proteolytic activity in
the epthithelialized tissue by decreasing the collagenolytic and/or gellatinolytic activity of
MMPs. In a further embodiment, the tetracycline compound of the invention is administered -
. vt.o the surface of the skin (e.g., topically). In a further embodimgnt, the tetracycline |
“compound of the invention used to treat_ a skin wound, and other such disorders as described

in, for example, U.S. Patent Nos. 5,827,840; 4,704,383; 4,935,412; 5,258,371; 5,308,8391

/;}D%

- 5,459,135; 5,532,227 and 6,015,804, each of which is incorporated hercin by reference in its

_‘entirety. A
- {000181] . Inyet another embodiment, the tetracycline compound respbnsive state is an
éortic'or vascular aneurysm in vascular tissue of a subject (e.g., a subject having or at risk of
having an aortic or vascular aneurysm, etc:). The tetracycline compound may be effective to
_ reducé the size of the vascular aneurysm 61' it may be administered‘ to the subject prior to the
onset of the vascular aneurysm such that the aneurysm is prevented. In one embodiment, the
vascular tissue is an artery, e.g., the aorta, e.g., the abdominal aorta. In a further
embodiment, the tetracycline compounds of the invention are used to.treat disorders
descnbed in U.S. Patent Nos. 6,043,225 and 5,834,449, incorporated herem by referencein -
: thelr entlrety |

[0_001 82] Bacterial infections may be caused by a wide variety of gram positive and
gram negative bacteria. The compounds of the invention are useﬂl as antibiotics against
. organisms which are resistant to ofher tétracycline compounds.. The éntibioticvactivity of the

N ietracyclinev compounds of the invention may be determined using the in vitro standard broth
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dilution method described in Waitz, J.A., National Commission for Clinical Laboratory
Standards, Document M7-A42, vol. 10, no. 8, pp. 13-20, 2™ edition, Villanova, PA (1990).
[000183] The tetracycline coxﬁpounds may also be used to treat infections traditionally
treated with tetracycline compounds such as, for example, riékettsiae infection, a number of
gram-positive and gram-negative bacterial infection, lymphogranuloma venereum, inclusion
conjunctlvms and psittacosis. The tetracychne compounds may be used to treat infections of,
eg, K. pneumomae Salmonella, E. hirae, A. baumanii, B. catarrhalzs H. influenzae, P.
aeruginosa, E. faecium, E. coli, S. aureus or E. faecalis. In one embodunent the tetracychne
compound is used to treat a bacterial mfe_ctlon that is resistant to other tetracycline antibiotic
compoundé. The tetracycline compound of the ‘invention may be administered with a
phmnaceutically acceptable carrier.

[000184]  The language “in'combination with” another therapeutic agent or treatment |
includes co-administration of the tetracy_cbline compound, (e.g., inhibitor) and with the other
therapeutic agent or treatmérit, administration of the tetracycline compound first, followed by
the other therapeutic agent or treatrhent and administration of the other thefapeutic agent or
tfeatmcnt ﬁfst, followed by the tetracycline COrhpound. The other therapcuti_c agent may be
any agent which is knowh in the art to treat, prevent, or reduce the symptoms of a disease or
disorder, such as IPAS. Furthermore, the other therapeutic agent may be any agent of benefit
to the patient when administered in conibination with the administration of a tetracycline

_ 'compOund. In one embodiment, the diseases, such as cancer, treated by methods of the
invention include those described in U.S. Pétent Nos. 6,\100,248;' 5,843,925, 5,837,696 and

| 5,668,122, incorporated herein by reference in their entirety. |

[000185] The language “effective-amount” of the compound is that amount necessary‘ or

sufficient to treat or prevent a tetracycline compound responsive state. The effective amount

can vary depending on such factors as the size and weight of the subject, the type of illness,

or the particular tetracycline compound. For example, the choice of the tetracycline:

cdmpound can affect what constitutes an “effective amount”. One of ordinary skill in the art

would be-able to study the aforementioned factors and make the detérr’ninatibn regarding the

effective amount of the tetracycline compound without undue cxpenmentatlon |

[0001 86] In the therapeutic methods of the invention, one or more tetracychne

v» compounds of the invention may be adm_lmstered alone to a subject, or more typically a
compound of the invention will be administered as part of a pharmaceutical composition in

E rhixuue with conventional excipient, i.e., pharmaceutically acceptable organic or inorganic

: carrier substances suitable for parenteral, oral or other desired adnﬁnistration.ahd which do -
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not deleteriously react with the active compounds and are not deleterious to the recipient
thereof. | ‘
[000187] The invention is further illustrated by the following examples, which should
not be construed as further limiting. A

6. .Exemplification of the Invention

Example 1: Synthesis of 9-Alkyl Aminomethyl Minocycline

(o]

CHNH,

— e e

N.
R3  THF/EtOH

. Bis-alkylated  R;=Rj= CH,Pht , R,=H
Tris-alkylated ~ R;=Ry;=R,=CH,Pht '

(not isolated)

freebase

R & R' = H or alkyl group

_ Scl_leme 2
[000188] Minocycline hydrochloride (compound 2) was dissolved in methylsulfonic
acid or hydrofluoric acid with methylsulfonic anhydride or similar water scavenger acid such
as ﬁ‘iﬂic acid. N-hydroxymethyl phthalimide was added to the reaction mixture. The
mixture was stirred at 20-35 °C until the reaction was complete. The acid solution was added
to an ice/water mixture, and triflic salt‘can be readily precipitated, filtered and collected. The
solid was re-disSolved in acetone and brought to a neutral pH with base. The product was
precipitated by the addition of water. If the triflic acid was present as scﬁvenger the product

can be precipitated without neutralization. The product was isolated as a mixture of the bis
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and tris alkylated product. The isolated material of this reaction was enriched in the desired
bis ratio (90%).
[000189] The solid was suspended in the EtOH or MeOH. Aminolysis was carried 6ut
by using methylamine. A phthalamide by-product precipitated as the reaction progressed and
was removed by filtration. The light yellow solid product was precipitated out by the addition
of about 1.5 volumes of -butylmethylether to the reaction mixture, and collected through a
simple filtration that left many small impurities and methylamine reagent in the solution.
Further purification of the compound was performed through re-slurrying with a lower
aliphatic alcohol such as methanol.
[000190] Compbund 4 as frecbase was transferred to a hydrogenation vessel which was
charged with methanol and aldehyde. An inactivated Pd/C catalyst was charged and the
vessel was pressurized with hydrogen gas. The reaction mixture was hydrogénated under
hydrogen bressﬁre around 30 Psi for about 24 hours. When conversion of compound 4 to 1
was complete, the solution was filtered and washed through a Celite pad. At this point the
- reaction mixt\ire contained very low B C-4 epimer, around 3-7%.
[000191] The product (1) was worked up as follows to isolate the product selectively
from its impurities. The pH of the solution was adjusted to about 4.5 with concentrated HC1
and the solution was extracted with dichloromethane. The aqueous layer was extracted with
dichloromethane to selectively recover the preferred epimer product (e.g., @). The
- dichloromethane layers were combined and concentrated, and 2 L of n-heptane was added to
precipitate the product. Further purification was obtained by repeating the work-up
procedure with or without #-butylmethylether to dissolve the crude product. ‘
Example 2: Purification of Compound 1
[000192]. ~ Crude 9-(2’,2’-dimethylpropyl aminomethyi) minocycline freebase (40 g) was
dissolved in 150 mL of buffer A (0.1% aqueous solution of methanesulfonic acid - MSA) and
the pH was adjusted to 2-3 with MSA. |
. [000193] The solution was filtered and injected into an HPLC and the pfodﬁct_was
eluted with an isocratic gradient of 94% buffer A and 6% acetonitrile. The product fraction
collection was initiated when the product peak was detected. Each fraction was analyzed and
an acceptance criterion of greater than 80% AUC of the main peak was used for the early
product fractions. When combining fractions, the level of impurities and relative

concentration of the pooled fractions was factored into the selection criteria that meet the
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final product specifications. To the product fractions was added a 10% aqueous solution of

sodium sulfite equal to 10% of the original volume of the collected fractions.

[000194] The following example represents the output of a single injection. The output

from muitiple injections may also be combined and worked up. A product fraction volume of

35L (includin‘g sodium sulfite) was collected and the pH was adjusted to 4.0 - 4.5 usihg a

solution of sodium hydroxide. The aqueous solution was washed with 2 L of

dichloromethane and‘the organié layer was separated and discarded.

| [000195] The pH of the aqueous layer is adjusted to 7.5 - 8.5 using sodium hydroxide
and the product was extracted four times with 2.4 L of dich]oromethane. The'pH was
readjusted to 7.5 - 8.5 with sodium hydroxide or MSA, prior to each extraction. v
[000196] The four dichloromethane layers were combined and concentrated to about
200 mL, which was then_ added slowly (over a period of about 10 minutes) to a vigorously
stirred #-heptane (2.5 L). The suspension was stirred for about 10 minutes at room
temperature and diluted slowly (over a period of 5 minutes) with n-heptane 1.5 L. The slurry
is cooled to 0-5 °C and stirred for 1-2 hours. The suspended solid was filtered and washed
with 3 x 150 mL portions of n-heptane. The product was dried under vacuum at 40 °C for at
~ least 24 hours until a constant weight was achieved and the levels of all residual solvents
were within specification. Approximately 13.6 g of 9-(2’,2’-dimethylpropyl aminomethyl)
minocycline freebase was isolated as a yellow solid.

Example 3: Preparation of Crystalline HCI Salt of Compound 1
.[0001 97] Compbund 1 (13 g) was dissolved in acetone (300 mL), filtered and the filter
was additionally washed with acetone. The combined filtrate and washes was cooled to 5 °C.
To the combined filtrate and washes, a solution of concentrated HC1 (3.9 mL) in acetone (79
mL) was slowly added with vigorous stirring. The resultant slurry was stirred in an ice bath
for 15 minutes and filtered off.

{000198] The first crop of solid was washed with cold acetone and pentane and dried in
vacuo for 48 hours, yielding 13.7 g of yellow amorphous solid. The flask with saturated
filtrate was covered with aluminum foil and left for 2 weeks during which the growth of
single crystals was observed. Crystals were collected by filtration and washed with hexane.
Example 4: Preparation of Crystalline Methanesuifonic Acid Salt of Compound 1
[000199] To a 25-mL 3-neck flask under an inert nitrogen atmosphere, 3 mL of
isopropanol (IPA) was charged. A slurry was prepared by adding 225 mg amorphous free
base of Compound 1 to the flask. The slurry was warmed to a temperature of 45 °C.
Methanesulfonic acid hydrate (98.0 mg) was then added to the slurry‘.' The slun'y» was stirred

42

B



WO 2009/143509 PCT/US2009/045143

at 45 °C for one hour, then cooled to 22 °C to produce a thick crystalline slurry. The slurry
was filtered and washed with IPA (2 x 1 mL). Excess IPA was removed from the crystalline
cake by drying at 55-°C for more than two hours to achieve a constant weight. Crystalline
rhesylate (methanesulfonic acid) salt of Compound 1 (180 mg) was isolated. It was
determined that the crystalline mesylate salt was unstable at 5 °C.
Example 5: Preparation of Crystalline Tosylate Sal‘t of Compound 1 (using a slurry
method)
[000200] To a 5-L 3-neck flask under an inertbnitrogen atmosphere, 2.0 L of
isopropanol (IPA) was charged. A slurry was prepared by adding 289 g of the amorphous
free base of Compound 1 to the flask. A solution of p-toluenesulfonic acid hydrate (97.0 g)
in IPA (400 mL) was then addetho the slurry. The water content of the slurry supernatant
was adjusted to 0.6 g/L with the addition of water (9 mL), and the slurry was stirred at 20-25

- °C for 18 hours to produce a thick crystalline slurry. The slurry was filtered and washed with

IPA (2 x 500mL). Excess IPA was removed from the crystalline cake by blowing dry
nitrogen through the cake for 24 hours. With the solids containing 3 weight-percent (wt %)
of IPA, the cake was further dried by blowing humidified nitrogen through the cake at a
Trelative humidity of 70-75% for 24 hours. The cake retained 0.9 wt % of IPA that was not
further reduced by this method. Excess water was then removed from the cake by blowing
dry nitrogen through the cake for 24 hours. The tosylate salt of Corhpound 1 was isolated as
an orange powder (337 g). The isolated tosylate salt of Compound 1 was crystalline with
only one observed form: a non-stoichiometric hemihydrate, as determined by x-ray powder
diffraction (XPRD) and thermogravimetric (TG) analysis.

Example 6: Preparation of Crystalline Tosylate Salt of Compound 1 (using a solution
method)

- [000201] To a 5-L 3-neck flask under an inert nitrogen atmosphere, 1.7 L of methanol
and 1.7 L of methyl-#-butyl ether were charged. P-toluene sulfonic acid monohydrate (209g)

- and the amorphous free base of Compound 1 (556g) were-added with stirring to the flask to

~ obtain a clear solution. A seed quantity (3g) of the monotosylate salt of compound 1 was
added to initiate crystallization and a further quantity of methanol (0.1 L) and methyl-z-butyl

_ ether (0.5 L) was added. The resulting slurry was stirred at about 20 °C for 22 hours to
produce a thick crystalline slurry. The slurry was filtered and washed with a mixture of 1.1 LL
of methanol and 1.3 L of methyl-z-butyl ether followed by methyl-z-butyl ether (2 x 2.4 L).
The tosylate salt of Compound 1 was isoiated as an orange powder. Excess solvent was

removed from the crystalline cake by blowing dry nitrogen through the cake for 24 hours. .
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The cake was then dried under vacuum at about 30-°C until the solids contained about 6
weight-percent (wt %) of solvent. The cake was further dried under vacuum at about 45 °C
until the solids contained less than 3 weight-percent (wt %) of solvent. The isolated tosylate
salt of Compound 1 was crystalline with the observed form 1 as determined by x-ray powder
diffraction (XPRD). '

Example 7: Characterization of Tosylate Salt of Compound 1 .
[000202] The XRPD pattern of the isolated tosylate salt of Compound 1 comprised 20
values in degrees of5.6; 8.0, 8.6, 11.4, 13.0, 15.5, 18.8, 20.4 and 24.5.

[000203] The crystalline tosylate salt was subjected to thermogravimetric (TG) analysis
under nitrogen flow at a heating rate of 10 °C/minute. A weight loss of 3.9% was observed
- up to 81.3 °C, which was due to water loss.

[000204] Upon drying, water content in the crystalline tosylate salt of Compound 1 was ,
calculated to be 0.5%. After standing at room temperature for 24 hours, this value increased
- 10 5%. In contrast to the amorphous Compound 1, the crystalline tosylate salt of Compound
1 was stable for weeks and months at room temperature, maintaining a water content of
approximately 5%. .

[000205] The hygroscopicity of the subject crystalline tosylate salt was determined
using a symmetric vapor sorption analyzer, and reported as wt% gained as a function of
‘percent relative humidity (%RH) from 5% to 95% to 1%, at 5% intervals at 25.0 °C. A
maximum weight gain of 12 wt% at 95% RH, with slight hysteresis upon desorption, was
observed, and a 2 wt% loss due to IPA was observed.

[000206] The crystalline tosylate salt was determined to have the solubilities
summarized in Table 6 below. The solubilities were determined by mixing excess solids
with solvent, at ambient temperature for two hours, followed by filtration of the supernatant.
The supernatant concentration was determined by high-performance liquid chromatography
(HPLC). Equilibration of 56.8 mg of the subject crystalline tosylate salt in 0.5 mL water and
122.1 mg of the subject crystalline tosylate salt in 1.0 mL water resulted in clear solutions.
The pH of 122.1 mg of the subject crystalline tosylate salt in 1.0 mL of water was determined

to be 5.70.

Table 6
Solvent Solubility (mg/mL)
Water ' >100
Acetonitrile 5.9
Methanol 86.1
IPA 5.8
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Example 8: XRPD of Compound 1
[000207]  X-Ray Powder Diffraction patterns were collected on a Siemens D5000
diffractometer using Cu Ko radiation (40kV, 40mA), 6-6 goniometer, divergence of V20 and -
receiving slits, a graphite secondary monochromator and a scintillation counter. The
_‘instrument is performance checked using a certified Corundum standard (NIST 1976). The
software used for data collection was Diffrac Plus XRD Commander v2.3.1 and the data were
ana]yied and presented using Diffrac Plus EVA v 11,0.0.2 or v 13.0.0.2.
{000208] Powder samples were prepared as flat plate specimens using. Approximately
35 mg of the sample was gently packed into a cavity cut into polished, zero-background
© (510) silicon wafer. The sample was rotated in its own plane during analysis. The details of
the data collection are:
| Angular range: 2 to 42 "20

Step size: 0.05 °20

Collection time: 4 s/step.
- High resolution X-Ray Powder Diffraction pattems were collected on a Bruker AXS C2
GADDS diffractometer using Cu Ka radiation (40 kV, 40 mA), automated XYZ stage, laser
video microscope for auto-samplev positioning and a HiStar 2-dimensional area detector. X- -
ray optics consists of a single G&bel multilayer mirror coupled with a pinhole collimator of
03mm.
[000209] = The beam divergence, i.e. the effective size of the X-ray beam on the sample,
was approximately 4 mm. A 6-6 continuous scan mode was employed with a sample -
detector distance of 20 cm which gives an effective 26 range of 3.2 ° —-29.7 °. Typically, the
sample would be exposed to the X-ray beam for 120 seconds. The software used for daté.i
collection was GADDS for WNT 4.1.16 and the data were analyzed and presented using
Diffrac Plus EVA v 9.0.0.2 or v 13.0.0.2. |
Example 9: Temperature. and Moisture Stability Study
[000210] A sfability study was conducted on tosylate salt and mesylate salt of
Compound 1, by monitoring changes in the high performance liquid chromatography (HPLC)
impurity profiles for each salt when exposed to various temperatures and/or humidity
conditions. Each sample was placed in a closed container and exposed to three controlled
environments: refrigerated (5 °C),‘ 20 °C and 60% relative humidity, and 40 °C and 75%

‘relative humidity. After two weeks, the crystalline tosylate salt was determined to be the
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most stable crystalline form of Compound 1. The stability study of the crystalline tosylate

- salt was continued.

[000211] Samples were analyzed by the following reversed-phase HPLC impurity
profile method at time points 0, 1, 2, 4 weeks (Table 7) and 3 months (Table 8) for the

- tosylate salt; and 0, 1 and 2 weeks for the mesylate salt (Table 9).

- [000212] Reversed-phase HPLC analysis was conducted using a SYMMETRY
SHIELD RP18 column (4.6 x 250 mum, 5 pm particle size), although analysis using a similar
or equivalent column would be expected to yield similar results. The mobile phase

components were 0.01 M ammonium acetate in water at pH 3.3 (A) and acetonitrile (B). The

' _mobile phase composition was a gradient that increased from 6% to 15% B in five minutes,

held at 15% B for 15 minutes, increased from 15% to 60% B in ten minutes, then from 60%
to 90% B in two minutes, and then the system was re-equilibrated at 6% B for four minutes.
The flow rate was 1.0 mL/minute, and the injection volume was 10.0 uL. The column
temperature was maintained at 30 °C. Detection was by ultraviolet light (UV) at 280 nm.
The retention time for Compound 1 was approximately 15.7 minutes. The sample solution
was prepared in mobile phase A to a final concentration of 2.0 mg/mL.

Table 7

Time Point Total RRT | RRT | RRT |RRT [RRT***| RRT [Compound 1
Impurities**| 0.52 [ 0.77 1093 |1.19| 126 | 1.77 (%)

(o) | () | (B | (B | (%) | (%)
Initial 1.60 0.06 | ND | ND {024 1.2 0.10 98.4

5°C 1.51 0.09 | ND | ND }0.21 1.1 0.11 98.5
20 °C & 60% RH* 1.63 0.09 | ND { ND |0.21 1.2 -] 0.12 98.3
40 °C & 75% RH 1.80 0.09 [ 0.05 | ND |0.21 13 0.14 98.2
|2 weeks
5°C _ 1.62 008 | ND | 0.08 024 1.1 0.12 98.4
20 °C & 60% RH 1.66 0.08 | ND | 0.08 | 0.25 1.1 0.15 98.4
40 °C & 75% RH 1.68 0.08 | ND | 009 {0.25 1.1 0.16 98.3
4 weeks
5 °C 1.61 0.09 | 0.08 | 0.07 | 0.23 1.0 0.14 98.3.
20 °C & 60% RH 1.84 0.10 { 0.10 | 0.1210.24| 1.1 0.18 98.2

40 °C & 75% RH 1.96 0.10 ] 0.17 1 0.13 {026 | 1.1 0.20 98.1

* RH denotes relative humidity
** Total impurities included all impurities in a specific batch
*** RRT 1.26 denotes beta-epimer.
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Table 8
20°C & 60% RH* 40°C & 75% RH
. . |Beta-epimer] 4-keto M-2 Total Beta- 4-keto M-2 Total
Time Point
RRT=1.26 | compound | impurity |impurity**| epimer |compound| impurity | impurity
RRT=1.57 | RRT=0.84 RRT=1.26 | RRT=1.57 | RRT=0.84
0 month 1.76% 0.05% - 2.12% 1.76% 0.05% - 2.12%

3 month 1.74% 0.10% 0.18% 2.86% 1.66% 0.14% 0.31% 3.12%

* RH denotes relative humidity
** Total impurities included all impurities in a specific batch

Table 9
Time Point Total | RRT | RRT | RRT | RRT | RRT | RRT | Compound 1
Impurities | 0.52 | 0.77 | 0.93 | 1.19 | 1.26 | 1.77 (%)
(%) (0 | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
Initial 1.70 ND | ND | ND 1020| 1.5 | ND 98.3
1 week
5 °C 1.85 ND [ ND | ND | 0.17 | 1.6 | 0.08 98.2

20 °C & 60% RH* 2.06 ND | ND { ND | 0.17 | 1.8 | 0.09 98.0
40 °C & 75% RH 297 007 {005 ND | 0.16 | 2.6 | 0.09 97.1

2 weeks

5 °C 1.65 ND | ND | 006 | 020 | 1.3 | 0.09 98.3
20°C & 60%RH | 1.87 | ND | ND | 0.06 | 020 | 0.11 | 0.11 |  98.1
40°C & 75%RH | - 338 | 0.05 | 007 | 006 | 0.19 | 0.11 | 0.11 96.6

[000213] The above data demonstrates that the tosylate-salt of Compound 1 is stable
when stored refrigerated and/or 20 °C & 60% RH conditions for at least four weeks. The
tosylate salt of Compound 1 is stable at temperature in a range from 0 °C - 70 °C, orin a
range from 5 °C - 50 °C, or in a range from 20 °C - 30 °C.

Example 10: Photostability Study

- [000214] A photostability study was conducted on the tosylate salt of Compound 1.

- Two samples were prepared in clear glass Petri dishes. One sample was wrapped in
aluminum foil to serve as a control sample. Both samples were placed in the ES 2000
Environmental Light 10 Chamber and exposed to 12 kilolux of cool white fluorescent light
for a total of 47 hours. Samples were then analyzed by HPLC impurity profile méthod, and

 the results are summarized in Table 10.

Table 10

Sample | RRT | RRT RRT | RRT | RRT | RRT | RRT RRT Compound 1
0.52 |0.0.64| 0.77 | 0.83 | 093 | 1.19 | 1.26 | 1.77 (%)

) | (%) | (%) | B) | (%) | (%) | (%) | (%)
Control | 0.06 | ND | 0.08 | ND | 0.12 | 0.26 | 1.2 | 0.16 98.2
Exposed| 0.06 | ND | 0.09 | ND | 0.13 | 0.26 | 1.1 | 0.16 98.2
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Equivalents

Those skilled in the art will recognize, or be able to ascertain using no more than
routine experimentation, many equivalents to the specific embodiments and methods
described herein. Such equivalents are intended to be encompassed by the scope of the.
following claims. _ |

All patents, patent applications, and literature references cited herein are hereby

“expressly incorporated by reference.
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‘Claims

1. A crystalline form of Compound 1:

2. A tosylate salt of Compound 1:

- 3. A crystalline form of the salt of claim 2.

4. A polymorph of the crystalline form of claim 3, characterized by an X-ray power
 diffraction pattern substantially similar to that set forth in Figure 8.

5. The polymorph of claim 4, characterized by an X-ray powder diffraction pattern
including peaks at approximately 8.06, 13.02, and 18.83 °28 using Cu Ko radiation.

6. The polymorph of claim 4, characterized by an X-ray powder diffraction pattern
including peaks at approximately 8.06, 11.41, 13.02, 18.83, 20.54, and 24.53 °26 using Cu
Ka radiation.

7. The polymorph of claim 4, characterized by an X-ray powder diffraction'pattern'
including peaks at approximately 5.60, 8.06, 8.57, 11.41, 13.02, 15.58, 18.83, 20.54 and

24.53 °20 using Cu Ko radiation.

8. The polymorph of claim 4 obtained by crystallizing the tosylate salt of Compound 1:
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.from isopropanol.

9. - Amethod of preparing a stable crystalline tosylate salt of Compound 1:
B ~y ~y '

OH O OH O O ),
- wherein the method compriscs:
B dissolving a freebase of Compound 1 in a first solvent or combination of solvents to
form a first solution; ,
dissolving p-toluenesulfonic acid in a second soivent or combination of solvents to
- form a second solution; and |

. combining said first and second solution to form a third solution.

: 10. The method of claim 9, wherein the first solvent or combination of solvents and the

second solvent or combination of solvents are the same or different.

11. The method of claim 9, wherein the first combination of solvents and the second

‘combination of solvents are each independently a combination of alcoholic solvents.

'12.  The method of claim 1 1, wherein each combination of solvents is independently a

- combination of two alcoholic solvents.

13.  The method of claim 12, wherein the two alcoholic solvents are ethanol and

isopropanol.

14, The method of claim 13, wherein the ethanol and isopropanol are at a volume-to-

‘volume ratio of 2to 1.
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15.  The method of claim 9, wherein each combination of solvcnté comprises an alcoholic

solvent and an anti-solvent.
. 16.  The method of claim 15, wherein the alcoholic solvent is methanol.

17.  The method of claim 15, wherein the anti-solvent is selected from a ketone, an ether

. and an ester.
1 8. The method of claim 17, wherein the ether is methyl-t-butyl ether.

 19.  The method of claim 9, wherein each combination of solvents comprises methanol

“and rhethyl-t-butyl ether.

| 20. The method of claim 19, wherein the methanol and methyl-t-butyl ether are at a

volume-to-volume ratio of 1 to 1.2.

21. " The method of claim 9, wherein the p-toluenesulfonic acid is provided in an amount

of from 25 to 75 wt % relative to the amount of said Compound 1.

22.  The method of claim 9, wherein the p-toluenesulfonic acid is provided in a form of a

- p-toluenesulfonic acid monohydrate.

23.  The method of claim 9, further comprising adding a form 1 polymorph tosylate salt of

Compound 1 to said third solution to form a fourth solution.
24 The method of claim 23, wherein the fourth solution forms a shurry upon stirring,

25.  The method of claim 24, further comprising drying the slurry.'

2. A polymorph of tosylate salt of Compound 1:

\N/ ) \I;J/
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6btained according to the method of claim 9.

'27. A pharmaceutical composition comprising a crystalline salt of claim 3 and a

‘ pharmaceutically acceptable diluent, excipient or carrier.

28. A pharmaceutical composition comprising the polymorph of claim 4 and a

pharmaceutically acceptable diluent, excipient or carrier.

29.  The pharmaceutical composition of claim 28 wherein said polymorph is in a pure K

form.
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Titulo: SALES Y POLIMORFOS DE UN COMPUESTO DE TETRACICLINA
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Resumen: Formas cristalinas, incluyendo sales y polimorfos, de un compuesto util
en el tratamiento de estados de respuesta al compuesto tetraciclina son
presentados aqui. Los compuestos cristalinos son Utiles para el tratamiento o
prevencién de condiciones y desordenes tales como infecciones bacteriales y
neoplasmas (tumores), también como en otras aplicaciones conocidas para

compuestos de tetraciclina en general.
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SALES Y POLIMORFOS DE UN COMPUESTO DE TETRACICLINA

Solicitud Relacionada

[0001] Esta aplicacion solicita el beneficio de prioridad bajo 35 U.S.C. 119 (e)
para la Aplicacién Provisional pendiente U.S. No. 61/128, 712, completada el 23
de mayo de 2008, los contenidos completos del cual estan incorporados aqui por

referencia.

Antecedentes de la invencidn

[0002] El desarrollo de antibiéticos de tetraciclina fue el resultado directo de una
deteccion sistematica de muestras del suelo recolectadas de muchas partes del
mundo para evidencia de microorganismos capaces de producir composiciones
bactericidas y/o bacteriostaticas. La primera de estas composiciones nuevas fue
introducida en 1948 bajo el nombre de clortetraciclina. Dos afios mas tarde,
oxitetraciclina estuvo disponible. La elucidacion la estructura quimica de estos
compuestos confirmé su similaridad y proporcionaron la base analitica para la
produccion de un tercer miembro de este grupo en 1952, tetraciclina. Una nueva
familia de componentes de tetraciclina, sin el grupo metilo de anillo ligado presente
en las primeras tetraciclinas, fue preparada en 1957 y estuvo disponible al publico

en 1976; y minociclina estuvo en uso para 1972.

[0003] Recientemente, esfuerzos en la investigacion se han enfocado en el
desarrollo de nuevas composiciones antibidticas de tetraciclina efectivas bajo la

variacion de condiciones terapéuticas y rutas de administracién. También se han
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investigado analogos de tetraciclina que pueden probar ser iguales o mas

efectivos que los originalmente introducidos compuestos de tetraciclina.

Ejemplos incluyen las Patente U.S. Nos. 2, 980, 584; 2, 990, 331; 3, 062, 717, 3,
165, 531; 3, 454, 697; 3, 557, 280; 3, 674, 859; 3, 957, 980; 4, 018, 889; 4, 018,
889; 4, 024, 272; y 4, 126, 680. Estas patentes son representativas del rango de

tetraciclina farmacéuticamente activa y composiciones analogas de tetraciclina.

[0004] Historicamente, pronto después de su desarrollo inicial e introduccion, las
tetraciclinas se encontraron altamente efectivas farmacoldégicamente contra
rickettsias; un numero de bacterias gram-positiva y gram-negativa; y los agentes
responsables por linfogranuloma venéreo, conjuntivitis de inclusion, y psitacosis.
Por lo tanto, las tetraciclinas se volvieron conocidas como antibiéticos “de amplio
espectro”. Con el subsecuente establecimiento de su actividad antimicrobial in
vitro, la efectividad en las infecciones experimentales, y propiedades
farmacolégicas, las tetraciclinas como una categoria se volvié ampliamente usada
para propésitos terapéuticos.

Sin embargo, el uso generalizado de tetraciclinas para ambos, mayores y menos
enfermedades y dolencias condujo directamente a la aparicion de resistencia a
estos antibidticos incluso entre especies bacteriales altamente susceptibles ambas
comensales y patogénicas (por efemplo, neumococos y Salmonella). La aparicion
de organizamos resistentes a la tetraciclina ha resultado en un declive general en
el uso de tetraciclinas y composiciones analogas de tetraciclina como el antibi6tico

de eleccion.

[0005] Cada composicién farmacéutica tiene una concentraciéon sanguinea
terapéutica optima y una concentracioén letal. La biodisponibilidad del compuesto

determina la intensidad de la dosis en la formulacién de la droga necesaria para
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obtener el nivel sanguineo ideal. Si la droga puede cristalizar tanto como dos o
mas polimorfos diferentes en biodisponibilidad, la dosis optima dependera del
polimorfo presente en la formulaciéon. Algunas drogas muestras un estrecho
margen entre concentraciones terapéuticas y letales. Cloranfenicol-3-palmitato
(CAPP), por ejemplo, es un antibiético de espectro amplio conocido para cristalizar
en al menos tres formas polimoérficas y una forma amorfa. La forma mas estable,

A, es comercializada.

La diferencia en bioactividad entre este polimorfo y otra forma, B, es un factor de
ocho, asi creando la posibilidad de sobredosis fatales del compuesto si es
administrado involuntariamente como forma B debido a alteraciones durante el
procesamiento y/o almacenamiento. Por consiguiente, agencias de regulacion,
tales como la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos, han
iniciado a ejercer estrictos controles en el contenido polimoérfico del componente
activo en formas de dosis solidas. En general, para drogas que existen en formas
polimoérficas, en cualquier presentacion ademas de su estado puro, un polimorfo
preferido termodinamicamente es para ser comercializado, la agencia de
regulacion puede requerir monitoreo de lote por lote. Asi, se vuelve importante por
razones médicas y comerciales, producir y comercializar la droga pura en su mas
termodinémiéamente estable polimorfo, sustancialmente libre de otros polimorfos

favorecidos cinéticamente.

[0006] Por ejemplo, formas de sal de un compuesto, y formas polimérficas del
compuesto libre o sal, son cdnocidas en el estado del arte farmacéutico por
afectar, por ejemplo, la solubilidad, tasa de disolucion, biodisponibilidad,
estabilidad fisica y quimica, fluidez, fractalidad, compresion del compuesto
también como la seguridad y eficiencia de productos medicinales basados en el

compuesto (ver, por ejemplo, Knapman, Modern Drug Discovery, 2000, 3(2): 53).
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[0007] En consecuencia, la identificacion de una forma de sal o una base libre de
un compuesto con optimas propiedades fisicas o quimicas promovera el desarrollo
de compuestos de tetraciclina como productos farmacéuticos. Las propiedades
fisicas y quimicas mas utiles incluyen:

Preparacion facil y reproducible, cristalinidad, no higroscopicidad, solubilidad
acuosa, estabilidad para luz visible y ultravioleta, baja tasa de degradacion bajo
condiciones de estabilidad acelerédas de temperatura y humedad, baja tasa de
isomerizacion entre formas isoméricas, y seguridad y administracion de largo

plazo para humanos.

Resumen de invencidén

[0008] En una representacion, la invencion pertenece, al menos en parte, a una
forma estable en estado sélido, tales como una forma cristalina, del compuesto

aminoalquilo tetraciclina, Compuesto 1:

(48, 4AS, 5AR, 12AS)-4-7-BIS (dimetilamino)-9{[(2, 2-dimetilpropil)amino]metilo}-
3, 10, 12, 12A-tetrahidroxi-1, 11-dioxo-1, 4, 4A, 5, 5A, 6, 11, 12A-

octahidrotetracina-2-carboxamida (9-(2, 2-dimetil-propil-aminometil)-minociclina).

[0009] En otra representacion, la invencion pertenece, al menos en parte, a una
sal HCI del Compuesto 1. En otra representacion, la invencion pertenece, al

menos en parte, a una sal tosilato (p- toluenosulfonato) del Compuesto 1. Enotra
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representacion, la invencidn pertenece, al menos en parte, a una sal mesilato del

Compuesto 1.

[00010] En otra representacion, la invencion pertenece, al menos en parte, a una

forma cristalina estable del Compuesto 1.

[00011] - En otra representacion, la invencién pertenece, al menos en parte, a una
forma cristalina de una sal del Compuesto 1. Por ejemplo, la forma cristalina
estable de una sal es una forma cristalina estable de un tosilato, HC! o sal mesilato

del Compuesto 1.

[00012] En otra representacion, la invencion pertenece, al menos en parte, a un

polimorfo del Compuesto 1.

[00013] En otra representacion, la invencion pertenece, al menos en parte, a un

polimorfo de una sal del Compuesto 1.

[00014] Por ejemplo, la invencién se relaciona con un polimorfo de una sal
tosilato del Compuesto 1. La invencién se relaciona, en parte con un polimorfo de
forma 1del Compuesto 1. La invencién se relaciona, en parte con un polimorfo de
forma 2 del Compuesto 1. La invencion se relaciona, en parte con un polimorfo de

forma 3 del Compuesto 1.

[00015] Por ejemplo, un polimorfo de forma 1 de una sal tosilato del Compuesto

1 tiene picos de difraccion de polvo de rayos X a aproximadamente 8.06, 13.02, y
18.83 °26 usando radiacién Cu Ka. En algunas representaciones, el polimorfo de

forma 1 de una sal tosilato del Compuesto 1 tiene picos de difraccién de polvo de
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rayos X a aproximadamente 5.60, 8.06, 8.57, 11.41, 13.02, 15.58, 18.83, 20.54,y

24 .53 °26 usando radiacion Cu Ka.

[00016] Por ejemplo, un polimorfo de forma 1 de una sal tosilato del Compuesto
1 es estable a temperaturas en un rango desde cerca a los 0 °C hasta cerca los 70
°C. En algunas representaciones, el polimorfo de forma 1de una sal tosilato del
Compuesto 1 es estable a temperaturas en un rango desde cerca los 5 °C hasta
cerca los 50 °C. En algunas representaciones, el polimorfo de forma 1 de una sal
tosilato del Compuesto 1 es estable a temperaturas en un rango desde cerca los

20 °C hasta cerca los 30 °C.

[00017] El polimorfo de forma 1 de una sal tosilato del Compuesto 1 puede ser
obtenido por cristalizacion de una sal tosilato de dicho Compuesto 1 de

isopropanol.

[00018] Por ejemplo, un polimorfo de forma 2 de una sal tosilato del Compuesto

1 tiene picos de patrén de difraccion de polvo de rayos X a 7.82, 11.88, 16.12 y

21.46 °26 usando radiacion Cu Ka.

[00019] Por ejemplo, un polimorfo de forma 3 de una sal tosilato del Compuesto

1 tiene picos de patron de difraccion de polvo de rayos X a 5.11, 8.89, 10.34,

11.76 y 15.60 °26 usando radiacién Cu Ka.

[00020] Ya en otra representacion, la invencion incluye composiciones
farmacéuticas que comprenden una forma cristalina del Compuesto 1 y un

diluente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable.
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[00021] Por ejemplo, la composicién del compuesto farmacéutico de la invencion
incluye una composicion que comprende un polimorfo del Compuesto 1 y un

diluente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable.

[00022] En otra representacion, el compuesto de composicion farmacéutica de la
invencion incluye una sal del Compuesto 1 y un diluente, excipiente o portador
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, la sal puede ser una sal HCI, una sal

tosilato, o una sal mesilato.

[00023] En una representacion, el compuesto de composicién farmacéutica de la
invencién incluye un polimorfo de una sal del Compuesto 1 y un diluente,
excipiente o portador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, el polimorfo

puede ser un polimorfo de sal tosilato, sal HCI, o sal mesilato del Compuesto 1.

[00024] En algunas representaciones, la composiciéon farmacéutica comprende

un polimorfo del Compuesto 1, o una sal de este en una forma pura.

[00025] En otra representacion, la composicion farmacéutica de la invencion
incluye un polimorfo de la sal tosilato del Compuesto 1 y un diluente, excipiente o
portador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, el polimorfo puede ser un

polimorfo de forma 1, forma 2, o forma 3 de sal tosilato del Compuesto 1.

[00024] En algunas representaciones, la composicion farmacéutica comprende y
polimorfo de sal tosilato, sal HCI, o sal mesilato del Compuesto 1 en una forma

pura.

[00025] En otro aspecto de la invencién, la sal del Compuesto 1 es mas estable

que la base libre del Compuesto 1.
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[00026] En ofra representacion, la invencién incluye un método para la

preparacion de una forma cristalina estable del Compuesto 1.

[00027] En otra representacion, la invencién incluye un método para la
preparacion de una forma cristalina estable de una sal del compuesto 1. Por
ejemplo, lo cristalino estable puede ser un cristalino de un tosilato, HCI, o sal

mesilato del Compuesto 1.

[00028] En otra representacién, la invencién incluye un meétodo para la
preparacion de un polimorfo de una sal del Compuesto 1. Por ejemplo, el
polimorfo puede ser un polimorfo de un tosilato, HCI, o sal mesilato del

Compuesto1.

[00031] En otra representaciéon, la invenciéon incluye un método para Ila
preparacion de un polimorfo de una sal tosilato del Compuesto 1. Por ejemplo, el
polimorfo puede ser un polimorfo de forma 1, una forma 2, o una forma 3 de una

sal tosilato del Compuesto 1.

[00032] En una representacién, la invencion incluye un método para la
preparacion de una forma 1 de polimorfo de una sal tosilato del Compuesto 1,
donde el método comprende: combinacion del Compuesto 1 con un solvente para
producir un liquido acuoso; y agregando acido p-toluensulfénico. Por ejemplo, el
solvente puede ser un solvente alcohdlico, como isopropanol. EI &acido p-
toluensulfénico se provee en una cantidad desde 25 hasta 75 wt % relativo a la
cantidad de dicho Compuesto 1, por ejemplo, desde 25 hasta 50 wt %, desde 30

hasta 40 wt %, o 33 wt % relativo a la cantidad de dicho compuesto 1. Por
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ejemplo, el acido p-toluensulfénico se provee en una forma de acido p-

foluensulfénico monohidrato.

[00033] Por ejemplo, el liquido acuoso es calentado antes de la adicion de acido

p-toluensulfénico.

[00044] Por ejemplo, el liquido acuoso se revuelve después de la adicion de
acido p-toluensulfénico. Por ejemplo, la agitacion se lleva a cabo a una
temperatura en un rango desde 20 °C a 25 °C. Por ejemplo, la agitacion se lleva a

cabo por 10 a 24 horas.

[00035] Por ejemplo, el liquido acuoso es secado. Por ejemplo, el contenido de
agua del sobrenadante de dicha sustancia acuosa esta en un rango de 0.2 a 1.0

mg/mL, o en un rango de 0.4 a 0.8 mg/mL.

[00034] En otra representacién, la invencién incluye un método para la
preparacion de un polimorfo de forma 1 de una sal tosilato del Compuesto 1,
donde el método comprende:

Preparacion de una solucién de Compuesto 1 en un solvente o combinacién de
solventes; y adiciéon de una solucién de acido p-toluensulfénico en un solvente o

combinacion de solventes.

[00036] Por ejemplo, el solvente es un solvente alcohdlico, tales como metanol,
etanol, o isopropanol. Por ejemplo, la combinacion de solventes incluye un
solvente alcohdlico. Por ejemplo, la combinacién de solventes ademas incluye un
segundo solvente alcoholico. Por ejemplo, la combinaciéon de solventes ademas
incluye un anti-solvente, tales como cetona, éter, y ester. Por ejemplo, el éter

incluye, pero no esta limitado a este, metil-t-butil éter. Por ejemplo, la combinacion

e



WO 2009/143509 11 PTC/US2009/0451 43%}_
COLO 17905 841 002 0
WPC 17905/ 1D 184030

de solventes incluye un solvente alcohdlico y un anti-solvente. Por ejemplo, la

combinacion de solventes incluye metanol y metil-t-butil éter.

[00037] Por ejemplo, el acido p-toluensulfénico se provee en una cantidad desde
25 a 75 wt%, desde 30 a 50 wt%, desde 35 a 45 wt%, o 40 wt% relativo a la
cantidad de dicho Compuesto 1. Por ejemplo, el acido p-toluensulfénico se provee

en una forma de un acido p-toluensulfénico monohidrato.

[00038] Por ejemplo, la solucion es preparada a una temperatura en un rango
desde 0 a 60 °C, a una temperatura en un rango desde 15 a 45 °C, o a una

temperatura en un rango desde 20 a 25 °C.

[00039] Por ejemplo, la solucién es calentada después de que es preparada.
Por ejemplo, la solucién es mantenida a una temperatura en un rango desde 20

hasta 50 °C, o a 45 °C aproximadamente.

[00040] Por ejemplo, el método ademas comprende la adicién de una semilla de
cristal de sal monotosilato del Compuesto 1 para producir un liquido acuoso. El
liquido acuoso puede ser revuelto por 10 a 24 horas o por cerca de 22 horas. El
liguido acuoso puede ser revuelto a una temperatura en un rango desde 15 a 45
°C o a cerca de 20 °C. El liquido acuoso puede ser secado. Por ejemplo, el
contenido de agua del liquido acuoso esta en un rango de 1 a 10 wt %, o en un

rango de 2 a 6 wt %, o cerca de 3 wt %.

[00041] En otra representacion, la invenciéon incluye un método para la
preparacién de un polimorfo de forma 1 de una sal tosilato de Compuesto 1, donde
el método comprende: disoluciéon de una base libre de Compuesto 1 en un primer

solvente o combinacion de solventes para formar una primera solucion; disolucion
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de acido p-toluensulfénico en un segundo solvente o combinacion de solvente
para formar una segunda solucién ; y combinacién de dicha primera y segunda

solucién para formar una tercera solucion.

[00042] En una representacion, el primer y segundo solvente o combinacién de
solventes puede ser el mismo o diferente. En otra representacion, el solvente
puede ser un solvente alcohdlico, tales como metanol, etanol, e isopropanol. En
otra representacion, la combinacién de solventes es una combinacion de dos
solventes alcohdlicos, incluyendo, pero no limitandose a etanol e isopropanol. En
un ejemplo preferido, la relacién volumen a volumen de etanol e isopropanol es
de 2 a 1. Ya en otra representacién, la combinacion de solventes es una
combinacién que incluye, pero no se limita a estos, un solvente alcohdlico y un
anti-solvente (por ejemplo, una cetona, un éter, un ester, efc.). Por ejemplo, la
combinacién de solventes es una combinacién que incluye, pero no esté limitada a
estos, metanol y metil-t-butil éter. En ejemplo preferido, la relacién volumen a

volumen de metanol y metil-t-butil es de 1 a 1.2.

[00043] En otra representacion, el método ademas comprende la adicion de una
sal tosilato de polimorfo de forma 1 de Compuesto 1 a la tercera solucion para
formar una cuarta solucién. Por ejemplo, la sal tosilato de polimorfo de forma 1 es
un cristal de semilla. En algunas representaciones, la cuarta solucion forma un
liquido acuoso cuando se revuelve. La sustancia acuosa puede ser lavada con un
solvente o una combinacién de solventes, que pueden ser el mismo o diferentes
del primer solvente o combinacién de solvente, o el segundo solvente o

combinacioén de solventes. La sustancia acuosa puede ser secada.

[00044] En otra representacion, la invencion se relaciona a una composicion

pura que comprende el Compuesto 1, donde la composicion es aproximadamente
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90-100%, preferiblemente 95-100%, mas preferiblemente 98-100% (wt./wt.) o 99-
100% (wt./wt.) pura; por ejemplo, menos de cerca de 10%, menos de cerca de 5%,
menos de cerca de 2% o menos de cerca de 1% de impureza esta presente.
Tales impurezas incluyen, por ejemplo, productos de degradacion, productos

oxidados, epimeros, solventes, y/o otras impurezas indeseables.

[00045] En otra representacion, la invencién incluye un método para el
tratamiento de un estado de respuesta a la tetraciclina en un sujeto, a través de la
administracion de una cantidad efectiva al sujeto de una forma cristalina de

Compuesto 1. Por ejemplo, es sujeto es un sujeto humano.

[00047] En otra representacién, la invencién incluye un método para el
tratamiento de un estado de respuesta a la tetraciclina en un sujeto, a través de la
administracion de una cantidad efectiva al sujeto de una sal estable de Compuesto
1. Por ejemplo, la sal estable es un tosilato, un HCI, o una sal mesilato de

Compuesto 1.

[00048] En otra representaciéon, la invenciéon incluye un método para el
tratamiento de un estado de respuesta a la tetraciclina en un sujeto, a través de la

administracién de una cantidad efectiva al sujeto de un polimorfo de Compuesto 1.

[00049] En otra representacion, la invencién incluye un método para el
tratamiento de un estado de respuesta a la tetraciclina en un sujeto, a través de la
administracion de una cantidad efectiva al sujeto de un | polimorfo de sal de
Compuesto 1. Por ejemplo, el polimorfo puede ser un polimorfo de un tosilato, un

HCI, o una sal mesilato de Compuesto 1.
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[00050] En otra representacion, la invencién incluye un método para el
tratamiento de un estado de respuesta a la tetraciclina en un sujeto, a través de la
administracion de una cantidad efectiva al sujeto de un polimorfo de sal tosilato de
Compuesto 1. Por ejemplo, el polimorfo de tosilato puede ser un polimorfo de

forma 1, formar 2, o de forma 3 de sal tosilato de Compuesto 1.

[00051] Por ejemplo, el estado de respuesta a la tetraciélina es una.infeccién
bacterial. La infeccion bacterial puede estar asociada con bacteria gram positivo,
o bateria gram negativo.

En algunas representaciones, la infeccién bacterial estd asociada con E. Coli, S.

. aureus, o E. faecalis.

[00052] En algunas representaciones, la infeccién bacterial es resistente a otros
antibidticos de tetraciclina, los cuales incluyen, pero no se limita a estos,
tetraciclina, minociclina, doxiciclina, sanciclina, metaciclina, apiciclina,
clomociclina, pipaciclina, mepilciclina, megluciclina, guameciclina, penimociclina, y

etamociclina.

. Descripcidon Breve de los Diagramas

FIGURA 1 provee un patrén de difraccion de polvo de rayos X de una muestra que

comprende Compuesto 1 cristalino a 25 °C;

FIGURA 2 provee un patrén de difraccion de polvo de rayos X a 25 °C de un
material de partida (E00285), sal tosilato de forma 1, sal tosilato de forma 2, sal

tosilato de forma 3, y forma de sal tosilato amorfo de Compuesto 1;
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FIGURA 3 provee una comparacion de patrones de difraccién de polvo de rayos X
a 25 °C para Compuesto 1 cristalino (E00285) y una muestra que comprende sal
tosilato de forma 1, obtenida de la recristalizacién de sal tosilato amorfo de

Compuesto 1 en IPA;

FIGURA 4 provee una comparacion patrones de difraccion de polvo de rayos X a
25 °C para muestras que comprenden sal tosilato de forma 1, sal tosilato de forma

2, y sal tosilato de forma 3 que fueron secadas de una dia para otro en un vacio;

FIGURA 5 provee un analisis de difraccion de polvo de rayos X de temperatura

variable que muestras que comprenden sal tosilato de forma 2;

FIGURA 6 provee un andlisis de difraccién de polvo de rayos X de temperatura

variable que muestras que comprenden sal tosilato de forma 3;

FIGURA 7 provee un andlisis de difraccion de polvo de rayos X de temperatura
variable que muestras que comprenden una sustancia acuosa de una mezcla

50:50 de sal tosilato de forma 1 y sal tosilato de forma 3 en IPA;

FIGURA 8 provee un patrén de difraccion de polvo de rayos X de alta resolucion

que una muestra que comprende sal tosilato de forma 1 de Compuesto 1;

FIGURA 9 provee un patréon de difraccion de polvo de rayos X de alta resolucion
que una muestra que comprende sal tosilato de forma 2 de Compuesto 1 (93.2%

HPLC de pureza);
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FIGURA 10 provee un patrén de difraccion de polvo de rayos X de alta resolucion
que una muestra que comprende sal tosilato de forma 3 de Compuesto 1 (96.7%

HPLC de pureza).

Descripcion Detallada de la Invencidén

[00053] Compuestos antibidticos del tipo tetraciclina se han conocido por largo
tiempo por tener estabilidad limitada en la forma de base libre de fase solida. Uno
de esos compuestos analogos de tetraciclina no cristalinos, (4S, 4AS, 5AR, 12AS)-
4-7-Bis(dimetilamino)-9-{[(2,  2-dimetilpropil)amino]metil}-3, 10, 12, 12A-
tetrahidroxi-1, 11-dioxo-1, 4, 4A, 5, 5A, 6, 11, 12A-octahidrotetracina-2-
carboxamida (Compuesto 1; MW= 556.66, MF= CyH4oN4O7), tiene estabilidad

limitada en la fase solida bajo exposicién al aire, luz y/o humedad.

(4S, 4AS, 5AR, 12AS)-4-7-BIS (dimetilamino)-9{[(2, 2-dimetilpropil)amino]metilo}-
3, 10, 12, 12A-tetrahidroxi-1, 11-dioxo-1, 4, 4A, 5, 5A, 6, 11, 12A-

octahidrotetracina-2-carboxamida

[00054] Especificamente, el Compuesto 1 es un solido amorfo amarillo que es
inestable a temperaturas superiores a 0 °C y cuando se expone al aire. El
Compuesto 1 debe ser almacenado a temperaturas bajo cero grados centigrados

con limitada exposicion en la fase solida al aire, luz y humedad.
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Fuera de estas condiciones de exposicion limitadas, el Compuesto 1 se degrada
para producir productos de degradacioén incluyendo productos de degradacion de

aire 2, 3 y 4, también como el 4-epi-isomero 5.

[00055] Anterior a esta exposicion, no eran conocidas formas cristalinas no

estables o sales acidas cristalinas estables del Compuesto 1.

[00056] La presente invencidon se relaciona con el Compuesto 1 cristalino,
formas de sal del Compuesto 1, formas polimérficas del Compuesto1 o formas
polimérficas de sales del Compuesto 1; composiciones farmacéuticas que
comprenden las formas cristalinas, formas de sales, formas polimérficas, formas
de sales, formas polimérficas, o formas polimérficas de sales del Compuesto 1; y

métodos de su uso para el tratamiento de estados de respuesta a la tetraciclina.

1. Compuestos en Forma Solida

[00057] Compuesto 1 es un compuesto de tetraciclina. El término “compuesto
de tetraciclina” incluye muchos compuestos con una estructura de anillo similar a

la tetraciclina. Ejemplos de compuestos de tetraciclina incluyen: tetraciclina,
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clortetraciclina, oxitetraciclina, demeclociclina, metaciclina, sanciclina, doxiciclina,

y minociclina.

[00058] La base libre y ciertas sales aceptables farmacéuticamente de
Compuesto 1 son descritas en la aplicacién’ U.S. Ser. No. 10/786, 881,
correspondiente a la Publicacion U.S. No. 2005/0026876 A1. No hay ensefianza
o sugestion de formas cristalinas del Compuesto 1, o que algunas de las formas
de sales descritas son superiores a las otras, como se juzga por la lista de

propiedades descritas arriba.

[00059] Entonces, la presente invencidén conduce la necesidad de compuestos
de tetraciclina mejorados y la necesidad de formas en estados sélido mejoradas

de compuestos de tetraciclina para manufactura y biodisponibilidad.

[00060] La forma en estado sélido del compuesto de tetraciclina, Compuesto 1,
puede ser una forma cristalina. La forma cristalina del compuesto puede ser una
base libre. Formas cristalinas de diferentes sales del compuesto base libre
pueden ser formadas. Ejemplos de acidos que pueden ser usados para convertir
la basé libre en una sal incluyen, pero no sin limitados a estos, HCI, acido b-
toluensulfénico, acido trifluoroacético, acido metilsulfénico, acido

benzenelsulfénico, y acido acético.

[00061] Las formas neutrales de los compuestos pueden ser regenerados
contactando la sal con una base o Aacido y aislando el compuesto padre en la
manera convencional. La forma padre del compuesto puede diferir de varias
formas de sales en ciertas propiedades fisicas, tales como solubilidad en

solventes opuestos (polares).
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[00062] Como se describe aqui, un proceso a través del cual diferentes formas
cristalinas del Compuesto 1 pueden ser generadas ha sido desarrollado. Mas
especificamente, los inventores han mostrado que la forma cristalina obtenida
principalmente depende la naturaleza del solvente usado en el proceso. Para el
“propdsito de esta descripcion el término “forma cristalina” se refiere a una forma
polimérfica o a una forma no amorfa, sin distincién. “Forma polimérfica” se refiere
a una estructura organizada que involucra solamente moléculas del soluto y que

tiene una forma cristalina caracteristica.

[00063] Los términos, “polimorfos” y “formas polimorficas” y términbs
relacionados aqui se refieren a formas cristalinas de la misma molécula, y
diferentes polimorfos pueden tener diferentes propiedades fisicas tales como, por
ejemplo, temperaturas de derretimiento, calores de fusion, solubilidades, tasas de
disolucién y/o espectros vibracionales como un resultado de la disposicion o
conformacion de las moléculas en el enrejado cristalino. Las diferencias en
propiedades fisicas exhibidas por polimorfos afectan parametros farmaceuticos
tales como estabilidad de almacenamiento, compresibilidad y densidad
(importante en formulacién y manufactura de producto), y tasas de disolucion (un

importante factor en biodisponibilidad).

Diferencias en estabilidad pueden también resultar de cambios en reactividad
quimica (por ejemplo, oxidacion diferencial, de manera que una forma de dosis
decolora mas rapidamente cuando estd comprendida de un polimorfo que cuando
estda comprendida de otro polimorfo) y propiedad mecanica (por ejemplo, Iss
comprimidos se desmoronan en almacenamiento dado que un polimorfo
favorecido cinéticamente se conviete en un polimorfo mas estable
termodinamicamente) o ambos (por ejemplo, comprimidos de un polimorfo son

mas susceptibles al quiebre a alta humedad).
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Como un resultado de diferencias de solubilidad/disolucion, en el caso extremo,
algunas transiciones polimoérficas pueden resultar en escasez de potencia o, en el
otro extremo, toxicidad. En adicion, las propiedades fisicas del cristal pueden ser
importantes en el procesamiento, por ejemplo, un polimorfo puede ser mas
probable para formar solvatos o podria ser dificil para filtrar y lavar libre de
impurezas (por ejemplo, forma de particulas y distribucion de tamafio podrian ser

diferentes entre polimorfos).

[00064] Polimorfos de una molécula pueden ser obtenidos por un numero de
métodos, como se conoce en el estado de la técnica. Tales métodos incluyen,
pero no se limitan a estos, recristalizacion de fusion, enfriamiento de fusion,
recristalizacion de solvente, desolvatacion, evaporaciéon rapida, enfriamiento

rapido, enfriamiento lento, difusion de vapor y sublimacion.

[00065] Las técnicas para la caracterizacién de polimorfos incluyen, pero no se
limitan a estos, calorimetria de escaneo diferencia (DSC), difractometria de polvo
de rayos X, difractometria de rayos X de cristal Gnico, espectroscopia vibracional,
por ejemplo, espectroscopia de IR y Raman, NMR de estado sdélido, microscopia
Optica de etapa caliente, microscopia de electro de escaneo (SEM), cristalografia
de electrén y andlisis cuantitativo, analisis de tamafo de particula (PSA), analisis

de area de superficie, estudios de solubilidad y estudios de disolucion.

[00066] EI término, “solvato”, segin se usa aqui, se refiere a una forma de
cristal de una sustancia que contiene solvente. El término “hidrato” se refiere a un

solvato donde el solvente es agua.
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[00067] Un solvato desolvatado es una forma de cristal de una sustancia que

puede ser solamente hecha removiendo el solvente de un solvato.

[00068] EI término, “forma amorfa”, segin se usa aqui, se refiere a una forma

no cristalina de una sustancia.

[00069] Segln se usa aqui, el término “puro” significa cerca del 90-100%,
preferiblemente 95-100%, mas preferiblemente 98-100% (wt./wt.) o 99-100%
(wt./wt.) compuesto puro; por ejemplo, menos que cerca de 10%, menos que
cerca de 5%, menos que cerca de 2% o menos que cerca de 1% de impureza
esta presente.

Tales impurezas incluyen, por ejemplo, productos de degradacién, productos

oxidados, epimeros, solventes, y/u otras impurezas no deseadas.

[00070] Seglin se usa aqui, un compuesto es “estable” donde cantidades
significativas de productos de degradaciéon no son observados bajo condiciones
constantes de humedad, exposicion a la luz y a temperaturas superiores a 0 °C
sobre un periodo de cuatro semanas. Un compuesto no es considerado estable a
una cierta condicion cuando las impurezas de la degradacién aparen o un
porcentaje de area de las impurezas existentes comienza a crecer. La cantidad
de degradacién crece como una funcién del tiempo es importante para determinar

la estabilidad del compuesto.

[00071] Todos los rangos establecidos aqui adelante pretenden abarcar los
puntos finales indicados del rango asi como todos rangos y valores incluidos,

incluyendo aquellos no establecidos especificamente adelante.
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[00072] La presente invencion esta dirigida a formas cristalinas, formas de sales
y polimorfos del Compuesto 1; composiciones que comprenden formas cristalinas,
sales y polimorfos solamente o en combinaciéon con otros ingredientes activos;
métodos para la preparacién de lo cristalino, sales y polimorfos; y métodos de su
uso en la modulacion de estados receptivos de compuestos de tetraciclina.
Aunque no se pretende la limitacion por parte de alguna teoria particular de
operacion, propiedades de estabilidad de almacenamiento, compresibilidad,
densidad o disolucion de las formas cristalinas, sales y polimorfos son
beneficiales para manufactura, formulacién y biodisponibilidad del compuesto de

tetraciclina.

[00073] Sales y polimorfos preferidos de la invenciéon son aquellos que estan
caracterizados por propiedades fisicas, por ejemplo, estabilidad, solubilidad,
higroscopicidad y tasa de disolucién, apropiados para formas de dosis clinicas y
terapéuticas. Polimorfos preferidos de la invencion son aquellos caracterizados
por propiedades fisicas, por ejemplo, morfologia del cristal, compresibilidad y
dureza, apropiado para manufactura de una forma de dosis solida. Tales
propiedades pueden ser determinadas usando técnicas como difraccion de rayos
X, microscopia, espectroscopia IR, analisis térmico y analisis de higroscopicidad,

como se describe aqui y conocido en el estado de la técnica.

1.1. Sales del Compuesto 1

[00074] En un aspecto, la presente invencidon provee formas cristalinas de sales
particulares farmacéuticamente aceptables del Compuesto 1. Este aspecto de la
invencion provee formas cristalinas de HCI, sales mesilato y tosilato del

Compuesto 1:
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(4S, 4AS, 5AR, 12AS)-4-7-BIS (dimetilamino)-9{[(2, 2-dimetilpropil)amino]metilo}-
3, 10, 12, 12A-tetrahidroxi-1, 11-dioxo-1, 4, 4A, 5, 5A, 6, 11, 12A-

octahidrotetracina-2-carboxamida

[00075] Cada sal de la invenciéon puede ser hecha de la preparacion del
Compuesto 1. El compuesto 1 puede ser sintetizado u obtenido de acuerdo con
cualquier método evidente para aquellos con habilidades en la técnica. En
representaciones preferidas, el Compuesto 1 es preparado de acuerdo con los
métodos descritos en detalle en los ejemplos abajo. Ver, por ejemplo, Publicacion
U.S. No. 2005/0026876 A1, los contenidos del cual estan incorporados por

referencia en su totalidad.

[00076] Alternativamente, el Compuesto 1 puede ser preparado separando una
sal particular del Compuesto 1 y convirtiendo tal sal del Compuesto 1 a la forma
neutral por tratamiento con una base apropiada. Por ejemplo, el Compuesto 1
puede ser preparado aislando el clorhidrato de sal del Compuesto 1 por filtracion,
luego convirtiendo este a la forma neutral por tratamiento con carbonato de sodio

monobasico en acetato etilico, u otra base apropiada.

[00077] EI Compuesto 1 preparado por cualquier método puede ser contactado
con un acido apropiado, puro (por ejemplo, libre de adiciones o dilucion) o en un
solvente inerte apropiado o solventes, para producir las formas de sales de la
invenciéon. Por ejemplo, el Compuesto 1 puede ser contactado con un acido p-

toluensulfénico para producir las formas de sales tosilato de la invencion.
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[00078] Estudios de estabilidad fue realizados el Compuesto 1 de base libre y
una sal diHCI amorfa del Compuesto 1. Esta sal fue formada disolviendo el
compuesto en solucién acuosa, ajustando el pH de la solucién a aproximadamente
4.2, seguido por liofilizacion. La base libre degradada en menos de un mes a 40
°C, y aproximadamente tres meses a 4 °C. En contraste, la sal diHCI del
Compuesto 1 fue estable por 6 meses a 40 °C, y por dos afios a temperatura de

salén (25 °C).

[00079] Como se muestra en detalle en los ejemplos mas adelante, la sal tosilato

del Compuesto 1, y polimorfos de este, presentan propiedades deseables.

1.2. Polimorfos del Compuesto 1

[00080] La presente invencién también provee polimorfos del Compuesto 1. En
ciertas representaciones, los polimorfos de la invencién son polimorfos de sal

tosilato del Compuesto 1.

[00081] Cada polimorfo de la invencion puede ser hecho de una preparacion del
compuesto 1. El Compuesto 1 sélido puede ser disuelto y luego cristalizado de las
mezclas de solvente descritas abajo para producir las formas polimoérficas de la
invencioén. En particular representaciones de la invencidn, una sal de tosilato del
Compuesto 1 puede ser disuelta y luego cristalizada de las mezclas de solvente
descritas abajo para producir ciertas formas polimorficas de la invencion. En
algunas representaciones de la invencion, la base libre del Compuesto 1 puede

ser disuelta y luego acido es afiadido para formar una sal cristalina del Compuesto

1.

q@
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[00082] En una representacion, la presente invenciéon provee un polimorfo de

una sal tosilato del Compuesto 1.

[00083] En otra representacion, la invencion provee un polimorfo de forma 1 de
la sal tosilato del Compuesto 1, que tiene un patrén de difraccion de polvo de
rayos X similar al de la FIGURA 8, las caracteristicas del patron de difraccion son
mostradas en la Tabla 1. Por ejemplo, un polimorfo particular de forma 1 de la

invencion tiene picos de patrén de difracciéon de polvo de rayos X a 5.60, 8.06,
8.57, 11.41, 13.02, 15.58, 18.83, 20.54 y 24.53 °26 usando radiacion Cu Ka. Por
ejemplo, un polimorfo particular de forma 1 de la invencién tiene picos de patrén
de difraccién de polvo de rayos X a 8.06, 13.02, 18.83 y 24.53 °28. Por ejemplo,
un polimorfo particular de forma 1 de la invenciéon tiene picos de patrén de

difraccién de polvo de rayos X a 8.06 y 18.83 °20.

Tabla 1
Angulo (2-Theta ®) | valord (Angstrom) | Intensidad {Cuentas) | Intensidad (%)
560 15.78 347 159
806 10.97 2184 100.0
8.57 1030 ' 581 26.6
980 | 901 308 141
10.89 8.12 T 233 v 10.7
114l T35 6T 305
13.02 679 626 T 28,7
13.78 642 261 12.0
T14.02 503 . 757 TS
15,58 5.68 | 346 15.8
16.10 550 22 | 120
17.07 5.19 TTTI45 158
18.83 47 679 448
20.54 232 $33 384
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Angulo (2-Theta ®) | valord (Amgstrom) | intensidad {Cuentas) T intensidad (%)
21.83 4.07 489 22.4
23.00 3.86 395 18.1
24.53 3.63 661 30.3
25.10 3.55 341 15.6
27.82 320 404 18.5

2848 313 357 163
30.26 2.95 302 : 138
34.32 2.57 236 10.8
36.19 2.48 254 1146
37.54 239 247 113
40.49 223 368 7168

[00084] En otra representacion, la presente invencién provee una forma 2 de sal
tosilato del Compuesto 1. En una representacion, el polimorfo de forma 2 de la sal
tosilato del Compuesto 1 tiene un patrén de difraccion de polvo de rayos X similar
al de la FIGURA 9, las caracteristicas del patrén de difraccion se muestran todas
en la Tabla 2. Por ejemplo, un polimorfo particular de forma 2 de la invencion

tiene picos de patréon de difraccion de polvo de rayos X a 7.82, 11.88, 12.68,
16.12, 18.63, 21.46 y 23.74 °20 usando radiacion Cu Ka. Por ejemplo, un
polimorfo particular de forma 2 de la invencion tiene picos de patrén de difraccién
de polvo de rayos X a 7.82, 11.88, 16.12 y 21.46 °26. Por ejemplo, un polimorfo
particular de forma 2 de la invencidn tiene picos de patron de difraccion de polvo

de rayos X a 11.88 y 16.12 °20.
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Tabla 2
Angulo (2-Theta °) | valord {Angstrom) | intensidad {Cuentas) | Intensidad (%)
5317 16.62224 135 10,6
’ 6.272 1409246 275 21.5
6311 13.57561 . 274 213
T 7.108 12.43554 « 137 T 10.8
7.821 11.30413 827 64.8
9712 9.10741 173 13.5
Angulo (2-Theta ®) | valord (Angstrom) | intensidad {Cuentas} | Intensidad (%)
10783 820461 340 Ty
11.875 7.4528 1258 986
12682 €57995 904 708
13.182 6.7162 611 47.9
13.985 633261 299 23.4
15.578 5.68838 512 40.1
16.122 549766 1100 86.2
16.635 532915 467 366
17397 509763 697 54.7
18.63 476275 | 967 v 75.8
20.235 438856 647 50.7
20.666 4298 636 T 4938
21.456 414147 1276 100
22.51 3.9495- 747 58.6
23.744 3.7473 1076 843
24.448 3.64103 749 587
35.651 347295 652 511
26.303 338824 638 50
27.225 327554 678 532
774 3.25505 747 585
77803 330648 763 5938
28.193 3.16532 v 588 46.1

[00085] En otra representacion, la presente invencién provee-una forma 3 del
Compuesto 1. En otras representaciones, el polimorfo de forma 3 de la sal tosilato

del Compuesto 1 tiene un patrén de difraccion de polvo de rayos X similar al de la
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FIGURA 10, las caracteristicas del patrén de difraccion se muestran todas en la
Tabla 3. Por ejemplo, un polimorfo particular de forma 3 de la invencion tiene

picos de patrén de difraccién de pdlvo de rayos X a 5.11, 8.89, 10.34, 11.76,
13.70, 14.81 y 15.60 °26 usando radiaciéon Cu Ka. Por ejemplo, un polimorfo
particular de forma 3 de la invencién tiene picos de patrén de difraccion de polvo
de rayos X a 5.11, 8.89, 10.34, 11.76 y 15.60 °20. Por ejemplo, un polimorfo
particular de forma 3 de la invencion tiene picos de patrén de difraccion de polvo

de rayos X a 5.11 y 15.60 °26.
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Tabla 3
Angulo (2-Theta °) | valord (Angstrom) | intensidad {Cuentas) | Intensidad (%)
5.1 17.29 1184 664
8.89 0.95 475 26,6
10.34 8.56 431 242
11.76 7.53 404 22.7
1370 646 574 394
14.81 598 552 31
15.60 568 1783 100
17.23 5.15 661 371
17.93 495 1014 56.9
18.35 483 832 46.6
18.74 474 914 513
19.00 167 874 49
20.15 4.41 880 49.9
2036 4.36 913 51.2
20.65 430 940 52.7.
21.65 410 681 382
22.59 3.94 923 T 518
23.25 383 1206 677
2371 375 872 439
24.94 3.57 718 403
2543 3.50 551 309
26.12 341 745 418
26.64 335 709 39.8
7715 328 689 337
27.55 324 754 423

[00086] La sal tosilato del Compuesto 1 cristalizado en particulas muy pequenas

e irregulares, tipicamente 5-8 micrones. La FIGURA 1 representa difraccion de

polvo de rayos X (XRPD) de un sdlido cristalino de la sal tosilato del Compuesto 1.

Se ha mostrado que este compuesto se derrite. a 190 °C, seguido por

descomposicion.
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[00087] Una Sorcién de vapor gravimétrico fue realizada en el Compuesto 1 o
su sal soluto. Se determiné que habia 2.5 moléculas de agua por molécula del
Compuesto 1. XRPD fue ejecutado para comparar el material inicial (E00285) con

el material deshidrato. La informacién indicada no cambia en forma.

2. Sintesis de Compuesto 1

[00088] 9-(aminometil)-minociclina dihidrocloruro (200 mg, 1 eq.), DMF y trimetil-
acetaldehido (45 pl, 1 eq.) fueron combinados en matraces de 40 mL y agitados.

Trietilamina (150 uL, 3 eq.) fue entonces agregada. Después de agitar a
temperatura ambiente por varios minutos, NaBH(OAc); (175 mg, 2 eq.) y InClz (9
mg, 0.1 eq.) fueron agregados. Después de una hora, la reaccion fue limpie y roja.
La cromatografia liquida mostro un tnico producto paré la reaccidon. La reaccion
fue enfriada con metanol, el solvente fue removido, y el producto fue purificado

usando cromatografia de columna.

Purificacién

[00089] El compuesto 1 fue purificado por cromatografia inyectando una solucion
acuosa de bajo pH del compuesto en un HPLC en un gradiente dev solvente
organico polar, y combinando las fracciones de producto, de manera que el
producto fue purificado. La seleccién de fases moviles acidas apropiadas mejoran
la estabilidad del proceso y la selectividad. Fases moviles acidas organicas y
minerales fueron efectivas en la separacién por productos incluyendo impurezas
de epimeros y elucidon cercana por productos a través del control de pH y
escogencia de acido. Fases moviles acidas también protegidas contra

degradacion oxidativa del compuesto.
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[00090] Por ejemplo, la solucién de bajo pH tenia un pH de entre 2 y 3.
Ejemplos de soluciones que fueron usadas incluyen 0.1 % de solucién acuosa de
4cido sulfénico de metano y 0.1 % de solucién acuosa de acido trifluoroacetico.
En ciertas representaciones, un gradiente isocratico de 94% de la solucion acuosa
y 6% de acetonitrilo u otro solvente organico polar fueron usados para purificar el

compuesto de epimeros y elucién cercana por productos.

[00091] Las fracciones de producto acuoso resultando pueden ser combinadas y
el pH puede ser ajustado a un valor entre 4.0 y 4.5 usando un base (por ejemplo,
NaOH). Impurezas hidrofébicas y gradientes oxidativos del compuesto pueden ser
removidos lavando la solucion acuosa con un solvente organico no polar (por
efemplo, CH.Cl;). Las capas organicas fueron descartadas y las capas acuosas

fueron combinadas y retenidas.

[00092] Se debe notar que los solvente organicos, tales como cloruro de
metileno, pueden ser usados para remover selectivamente impurezas hidrofobicos
de tardia elucién tales como 4-carbonil por productos y otros degradantes

oxidativos de la solucién acuosa acida del compuesto.

[00093] El pH de las capas acuosas combinadas puede entonces ajustarse a un
pH neutro, por ejemplo, aprox. 7.5 a aprox. 8.5. El pH puede ser ajustado por
adicion de una base, como NaOH. La solucién neutral fue entonces lavada con un
solvente organico no polar, como cloruro de metileno. Se debe notar que el ajuste
del pH selectivo a rangos de pH neutral también permite al compuesto ser extraido
en el solvente organico mientras se retienen B-epimeros indeseados y por

productos en la fase acuosa.
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[00094] Adicionalmente, antioxidantes pueden ser también agregados a la
solucion acuosa de los compuestos descritos aqui. Los antioxidantes pueden
proveidos para prevenir la degradacion oxidativa de los compuestos.

Antioxidantes tales como sulfitos de amonio o bisulfitos se pueden usar.

3. Métodos de Preparacion de Formas Polimérficas del Compuesto 1

[00095] La invencién también pertenece a métodos para la preparacién de

formas polimérficas de compuesto 1 cristalino.

[00096] En una representacioén, la forma 1 de la sal tosilato del Compuesto 1
puede ser hecha por cualquier método para preparacion de la forma 1 evidente
para aquellos con habilidades en la técnica basado en lo presentado aqui. En
ciertas representaciones, la forma 1 puede ser formada de la maduracion de la sal
tosilato amorfa del Compuesto 1 en isopropanol, acetona, acetato de etilo,
pentanona de metilo, tolueno o solucién de acetonitrilo. La forma 1 puede también
ser obtenida de la cristalizacién de la sal tosilato amorfa convertida en sustancia
acuosa en isopropanol. La forma 1 también puede ser obtenida disolviendo la
base libre en un solvente apropiado o combinacién de solventes tales como dos
alcoholes o un alcohol y un anti solvente como cetona, éter, ester, etc. Después
de la adiciéon del acido, la sal puede ser lentamente cristalizada en la forma

correcta.

[00097] El sistema de solvente en el cual las impurezas y la base libre del
Compuesto 1 son solubles mientras la sal cristalina estable del Compuesto 1 es
insoluble, por ejemplo, una sustancia acuosa cristalina puede ser formada por

precipitacion, puede ser seleccionado.
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[00098] En otra representacion, la forma 2 de la sal tosilato del Compuesto1
puede ser hecha por cualquier métodos de preparacion de la forma 2 evidente
para aquellos con habilidades en la técnica basado en la expuesto aqui. En
ciertas representaciones, la forma 2 puede ser formada de la maduracion de la sal

tosilato amorfa del Compuesto 1 en diclorometano.

[00099] En otra representacion, la forma 3 de la sal tosilato del Compuesto 1
puede ser hecha por cualquier métodos de preparacion de la forma 3 evidente
para aquellos con habilidades en la técnica basado en la expuesto aqui. En
ciertas representaciones, la forma 3 puede ser formada de la maduracioén de la sal
tosilato amorfa del Compuesto 1 en metil etil cetona, acetato de etilo o pentanona
de metilo. La forma 3 puede también ser obtenida de la maduracién de la forma 1

en pentanona de metilo.

[000100] En otras representaciones, las formas polimérficas de sal de tosilato
del Compuesto 1 descritas arriba pueden ser producidas por métodos que
incluyen los pasos de combinacién del Compuesto 1 con un solvente para producir

una sustancia acuosa, a agregando acido p-toluensulfénico.

[000101] Cualquier solvente apropiado puede ser usado para crear la
sustancia acuosa. Solventes que pueden ser usados en representaciones
incluyen solventes alcohdlicos como isopropanol.  Cualquier combinacion
apropiada de solvente puede ser usada para crear la soluciéon desde la cual la sal
se cristaliza. Combinaciones de solvente que podrian ser usadas en
representaciones incluyen, pero no se limitan a estas, metanol y metil-t-butil éter o

etanol e isopropanol.
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[000102] Por ejemplo, una sustancia acuosa del Compuesto 1 en un solvente o
una combinacion de solventes puede ser producida a una temperatura desde
aproximadamente 0 °C hasta cerca los 60 °C, asi como desde aproximadamente
15 °C hasta cerca los 45 °C, o desde aproximadamente 20 °C hasta cerca los 25
°C. Después de que este es producido, la sustancia acuosa puede de manera
opcional ser calentada y/o mantenida a una temperatura desde aproximadamente
15 °C hasta cerca los 60 °C, asi como desde aproximadamente los 20 °C hasta

cerca los 50 °C, o aproximadamente a 45 °C.

[000103] Una vez la sustancia acuosa es creada, el acido p-toluensulfénico
puede ser agregado en una cantidad suficiente para producir una sal de acido p-
toluensulfénico del Compuesto 1. En una representacién, el acido p-
toluensulfénico se provee en una cantidad desde aproximadamente 25 hasta 75
wt%, desde aproximadamente 25 hasta 50 wt%, desde aproximadamente 30 hasta
40 wt%, o aproximadamente 33 wt% relativo a la cantidad del Compuesto 1. El
acido p-toluensulfénico puede ser agregado en la forma de un monohidrato de

acido p-toluensulfénico.

[000104] Formas polimérficas de la sal tosilato del Compuesto 1 pueden ser
formadas por un método de solucién. Por ejemplo, una solucién del Compuesto 1
puede ser producida a una temperatura desde cerca los 0 °C hasta cerca los 60
°C, asi como desde cerca los 15 °C hasta cerca los 45 °C, o desde cerca los 20
°C hasta cerca los 25 °C. Después de que este es producido, la soluciéon puede
opcionalmente ser calentada y/o mantenida a una temperatura desde cerca los 15
°C hasta cerca los 60 °C, asi como desde cerca los 20 °C hasta cerca los 50 °C,

o cerca a los 45 °C.
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[000105] Una vez la solucion es preparada, el acido p-toluensulfonico puede ser
agregado en una cantidad suficiente para producir una sal de 4&cido p-
toluensulfénico del Compuesto 1. En una representacion, el acido p-
toluensulfénico se provee en una cantidad desde aproximadamente 25 a
aproximadamente 75 wt%, desde aproximadamente 35 a aproximadamente 45
wt%, o aproximadamente 40 wt% relativo a la cantidad del Compuesto 1. El acido
p-toluensulfénico puede ser agregado en la forma de un monohidrato de acido p-

toluensulfénico.

[000106] En una representacion, un polimorfo de forma 1 usado para sembrar la
solucién puede ser agregado. Cualquier solvente apropiado puede ser usado para
formar la solucién de acido p-toluensulfénico. Solventes apropiados incluyen
solventes alcohdlicos, tales como isopropanol o combinaciones de solventes como
metanol y metil-t-butil éter. En una representacion preferida, la relacion vol./vol.
de metanol a metil-t-butil éter es 2:1. Solventes apropiados incluyen una
combinacién de dos o mas solventes alcohdlicos, como una combinacion de
etanol e isopropanol. En una representacion preferida, la relacion vol./vol. de
etanol a isopropanol es 2:1. En representaciones particulares, la soluciéon de acido
p-toluensulfénico incluye en mismo solvente usado para crear la sustancia acuosa

o la solucién del Compuesto 1.

[000107] Después de la adicion de acido p-toluensulfénico en el solvente
apropiado, una sustancia acuosa del polimero de forma 1 de la sal tosilato del
Compuesto es formado. EIl contenido de agua del sobrenadante de la sustancia
acuosa puede ser ajustado para un nivel apropiado seguido por la adicion del
acido p-toluensuifénico. Tipicamente, el contenido de agua del sobrenadante de

la sustancia acuosa puede estar en un rango desde los 0.2 hasta cerca 1.0



COLO 17905 841 002 0
WPC 17905/ ID 184030

WO 2009/143509 36 PTC/US2009/045143 (@ 2_(

mg/mL, asi como desde los 0.4 hasta cerca 0.8 mg/mL, por ejemplo,

aproximadamente 0.6 mg/mL, 0.54 mg/mL, etc.

[000108] Seguido de la adicién del acido p-toluensulfénico, la sustancia acuosa
o la solucién pueden ser agitadas para producir una sustancia acuosa cristalina.
La actividad de agitaciéon puede ser realizada por mas de 48 horas. Sin embargo,
la actividad de agitacion es tipicamente ejecutada por un periodo
aproximadamente de 5 a 36 horas, asi como desde 10 a 24 horas o

aproximadamente 18 horas.

[000109] La actividad de agitacién puede ser realizada a cualquier temperatura
apropiada para la produccion de la sustancia acuosa cristalina. Por ejemplo, la
sustancia acuosa puede ser agitada a una temperatura desde los 0 °C a los 60 °C,

asi como desde los 15 °C a los 45 °C o desde los 20 °C a los 25 °C.

[000110] Después de la formaciéon de cristal, la sustancia acuosa cristalina
puede ser filtrada para remover el sobrenadante, y los cristales pueden ser
lavados con cualquier solvente apropiado. En representaciones, los cristales
pueden ser lavados de una a cuatro veces, y el solvente puede ser cualquier
solvente apropiado para la preparacion de la sustancia acuosa cristalina. En
particular, el solvente usado para lavar los cristales puede ser el mismo solvente o
solventes usados para formar la sustancia acusa o solucién original, o la solucion

de acido p-toluensulfénico.

[000111] Los cristales producidos pueden entonces ser secados para remover el
exceso de solvente por cualquier método apropiado. Por ejemplo, el secado
puede ser realizado por uno o mas métodos que incluyen, pero esta limitado por

estos, elevadas temperaturas en un rango desde los 0 °C a los 60 °C, asi como
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desde los 15 °C a los 45 °C; soplado de nitrégeno seco sobre los cristales; y

soplado de nitrégeno humedecido sobre los cristales.

[000112] Estudios de maduracién fueron realizados en los cuales una muestra
de la sal tosilato del Compuesto 1 fue suspendida en diferentes solventes, filtrada,
y el sélido himedo fue analizado por XRPD. Tres formas polimérficas de la sal
tosilato del Compuesto 1 fueron observados. La FIGURA 2 representa el espectro
XRPD del material inicial (E00285), sal tosilato de forma 1, sal tosilato de forma 2,

sal tosilato de forma 3, y la forma amorfa del Compuesto 1.

[000113] La Tabla 4 lista los solventes usados para experimentos de
maduracion.
Tabla 4
Ejemplo No. Solvente ' Forma

1 Agua Forma 1
2 Nitrometano Amorfo
3 Anisol Forma 2
4 2-propanol Forma 1
5 Metil cetona Forma 3
6 Acetona Forma 1
7 Acetato de etilo Forma 1
8 Dioxano Amorfo
9 Acetonitrilo Forma 1
10 Tolueno Forma 1
11 Diclorometano Forma 2
12 Cloroformo Amorfo
13 TBME Amorfo
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14 Acetato de Isopropilo Forma 2
15 NMP Disuelto
16 4-metil-2-pentanona Forma 3
17 THF Goma
18 10% EtOAc / Ciclohexano | Amorfo
19 10% Agua EtOH Amorfo
20 10% Agua / THF Amorfo
21 10% Agua / ACN Amorfo
22 10% Agua / 2-propanol Amorfo
23 10% Agua / acetona Amorfo
24 10% Agua / dioxano Amorfo

[000114] Recristalizacion del material amorfo del Compuesto 1 fue ejecutado en
varios solventes. Solamente recristalizacién en 2-propanol (Alcohol isopropilico,
IPA) dio sal tosilato de forma 1, como se muestra en la Tabla 5. La FIGURA 3
compara el‘ espectro XRPD del Compuésto 1 de referencia (E00285) y la sal

tosilato de forma 1 cristalizada de IPA.
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Tabla 5
Experimento | Solvente Volumen | A 50 °C | XRPD de precipitado
No. de sélido
1 Nitrometano 24 Soluble
2 Anisol 200 Insoluble | Amorfo
3 2-propanol 60 Soluble | Amorfo
4 Metil cetona 100 Soluble | Amorfo
5 Acetona 80 Soluble | Amorfo
6 Acetato de etilo 200 Insoluble | Amorfo
7 Dioxano | 120 Soluble | Amorfo
8 Acetonitrilo 80 Soluble
9 Tolueno 200 Insoluble | Amorfo
10 Diclorometano 5 Soluble | Amorfo
11 Cloroformo 5 Soluble | Amorfo
12 TBME 200 Insoluble | Amorfo
13 Acetato de Isopropilo | 200 Insoluble | Amorfo
14 4-metil-2-pentanona | 200 Insoluble | Amorfo
15 THF 100 Soluble | Amorfo
16 10 % EtOAc/ 200 Insoluble | Amorfo
Ciclohexano
[000115] Un resumen del polimorfismo de la sal tosilato del Compuesto 1 es

presentado en el Esquema 1:
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Esquema 1

Amorfo
Alcohol Isopropilo,
Acetato, Acetato de Etilo,
Pentanona de Petilo,
tolueno, acetonitrilo

Diclorometano

Metil cetona, etil

Bletilo
Forma 1 he
Forma 2
Pentanona de
Metilo Y
Forma 3

[000116] Después de la cristalizacion, muestras de sal tosilato de forma 1, forma
2 y forma 3 fueron secados de un dia para otro al vacio y analizados por XRPD,

como se muestra en la FIGURA 4. No hubo cambio en forma después del secado.

[000117] XRPD de temperatura variable fue ejecutado en sal tosilato de forma 2

y forma 3 del Compuesto 1. Ver FIGURA 5y FIGURA 6, respectivamente.

[000118] La estabilidad relativa de las formas polimérficas del Compuesto 1
fueron analizadas. Por ejemplo, la sal tosilato de forma 1 fue sometida a un
experimento de maduraciéon por 24 horas en IPA o metilo pentanona, sembrada
con sal tosilato de forma 2 o forma 3. Durante este experimento, no hubo cambio
de la forma 1 en la forma 2 o 3 Una sustancia acuosa de una mezcla 50:50 de la

forma 1y la forma 3 fueron analizadas en IPA por 18 horas a 0 °C, 25 °C, 40 °C, y
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60 °C, como se muestra en la FIGURA 7. No hubo cambio de la forma 1 en la

forma 3.

[000119] Experimentos de recristalizacion indicaron que sal tosilato de forma 1
puede ser obtenida reproducible a partir de la sal tosilato amorfa por suspension
en IPA. Laforma 1 del Compuesto 1 puede ser obtenida reproducible por la
adicién de acido tosic. Una exploracion XRPD de alta resolucion de la forma 1 es
representada en la FIGURA 8 y las caracter_isti_cas del patréon de difraccion son

mostradas en la Tabla 1.

4. Composiciones Farmacéuticas que Comprenden Compuestos, Sales,

Formas Cristalinas o Polimorfos de este de la Invencion

[000120] En ofra representacion, la invencién pertenece a composiciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de tetraciclina de la invencion (por
efemplo, sintetizado, o purificado por los métodos de la invencién) o una sal
aceptable farmacéuticamente, profarmaco o ester de este. Las composicio'nes

farmacéuticas pueden comprender un portador farmacéuticamente aceptable.

[000121] El término “composicion” como es usado aqui pretende abarcar un
producto que incluye los ingredientes especificados' (y en las cantidades
especificadas, si se indica), asi como cualquier producto que resulte, directa o
indirectamente, de la combinacién de los ingredientes especificos en las
cantidades especificadas. Por “farmacéuticamente aceptable” ser quiere decir que
el diluente, excipiente o portador debe ser compatible con los otros ingredientes de

la formulacién y no deletéreo para el beneficiario (recibidor) de este.
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[000122] Como se establecié anteriormente, ciertas representaciones de los
presentes compuestos pueden contener un grupo funcional basico, tales como
amino o alquilo amino, y son entonces, capaces de formar sales
farmacéuticamente aceptables con &cidos farmacéuticamente aceptables. El
término “sales farmacéuticamente aceptables” es reconocido en el estado de la
técnica e incluye sales de adicién de acido relativamente no toxico, inorganico y
organico de compuestos de la presente invencién. Estas sales pueden ser
preparadas in situ durante la purificacién y aislamiento final de los compuestos de
la invencién, o por la reacciéon separada de un compuesto purificado de la
invencion en su forma de base libre con un apropiado acido organico o inorganico,

y aislando la sal entonces formada.

Sales representativas incluyen el bromhidrato, hidroclorido, sulfato, bisulfato,
fosfato, nitrato, acetato, valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato,
lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naptilato
(napthylate), mesilato, glucoheptonato, lactobionato, y sales de laurilsulfonato, y
por el estilo. (Ver, por ejemplo, Berge entre otros. (1977) “Pharmaceutical Salts”,

J. Farm. SCI. 66: 1-19).

[000123] En otros casos, los compuestos de la presente invencion pueden
contener uno o mas grupos funcionales acidos, asi, son capaces de formar sales
farmacéuticamente aceptables con bases farmacéuticamente aceptables. El
término “sales farmacéuticamente aceptables” en estas instancias incluyen sales
de adicion de base relativamente no toxicas, inorganicas y organicas de
compuestos de la presente invencion. Estas sales pueden también ser
preparadas in situ durante el aislamiento y purificacion final de los compuestos, o
por reaccidén separada del compuesto purificado en su forma de acido libre con

una base apropiada, como hidréxido, carbonato o bicarbonato de un catidén
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metalico farmacéuticamente aceptable, con amoniaco o con una amina organica
primaria, secundaria o terciaria farmacéuticamente aceptable. Sales de tierra
alcalis y alcalinas incluyen las sales de litio, sodio, potasio, calcio, magnesio, y
aluminio y similares. Aminas organicas representativas utiles para la formacién de
sales de adicion de base incluyen etilamina, dietilamina, etilendiamina, piperazina,

y similares.

[000124] El término “esteres farmacéuticamente aceptables” se refiere a los
productos relativamente no tdxicos, esterificados de compuestos de la presente
invencion. Estos esteres pueden ser preparados en in situ durante la purificacion
y aislamiento final de los compuestos, por la reaccion separada del compuesto
purificado en su forma de acido libre o hidroxilo con un apropiado agente
esterificante. Acidos carboxilicos pueden ser convertidos en esteres a través de
un tratamiento con alcohol en la presencia de un cataliz_ador. Hidroxilos pueden
ser convertidos en esteres a través de un tratamiento con un agente esterificante
como halogenuros alcanoil. EIl término también incluye grupos de hidrocarburos
inferiores capaces de ser solvatados bajo condiciones fisioldgicas, por ejemplo,
esteres de alquilo, metilo, etilo y esteres de propilo. (Ver, por ejemplo, Berge entre

otros, Supra.).

[000126] La invencién también pertenece a compuestos de tetraciclina, los
cuales son sintetizados y/o purificados por los métodos de la invencion, y sales de

estos farmacéuticamente aceptables.

[000126] La frase “portador farmacéuticamente aceptable” es reconocido en el
estado de la técnica e incluye un material farmacéuticamente aceptable,
composicion o vehiculo, apropiado para la administraciéon de compuestos de la

presente invencion para mamiferos. Los portadores incluyen relleno liquido o
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solido, diluente, excipiente, solvente o material de encapsulacion, envuelto en el
transporte del agente sujeto desde un érgano, o porcién del cuerpo, a otro 6érgano,
o porcion del cuerpo. Cada portador debe ser “aceptable” en el sentido de que es
compatible con los otros ingredientes de la formulacién y no dafino para el
paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen: azucares, tales cof'no lactosa, glucosa y
sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y de papa; celulosa y sus
derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, etil celulosa y acetato de
celulosa; tragacanto en polvo; malta; talco; excipientes, tales como manteca de
cacao y ceras de supositorio; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de
algodédn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y
aceite de soya; glicoles, propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol,
manitol y polietilenglicol; esteres, tales como etil oleato y laurato de etilo; agar;
neutralizantes, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido
alginico; agua libre de pirdégenos; solucidén salina isotonica; solucién de Ringer;
alcohol etilico; soluciéon neutralizadora de fosfato; y otros soluciones compatibles

no toxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

[000127] Agentes humectantes, emulsificadores y lubricantes, tales como lauril
sulfato de sodio y estearato de magnesio, también como agentes colorantes,
agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, agentes endulzantes, agentes
saborizantes y perfumantes, preservativos y antioxidantes pueden también estar

presentes en las composiciones.

[000128] Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen:
antioxidantes solubles en agua, tales como acido ascérbico, clorhidrato de
cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares;

antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo,
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butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), lecitina, propil galato, a-
tocoferol, y similares; agentes quelantes metalicos, tales como acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosfoérico, y

similares.

[000129] Formulaciones de la presente invencién incluyen aquellas para
administracién oral, nasal, tépica, transdérmica, bucal, sublingual, rectal, vaginal y/
o parenteral. Las formulaciones pueden ser convenientemente ser presentadas la
forma de dosis como unidad y puede ser preparada por cualquier método bien
conocido en el arte de la farmacia. La cantidad de ingrediente activo que puede
ser combinado con un material portador para producir una forma de dosis unica
generalmente sera aquella cantidad de compuesto que produce un efecto
terapéutico. Generalmente, de cada cien por ciento, esta cantidad variara desde
un uno por ciento hasta un noventa y nueve por ciento de ingrediente activo,
preferiblemente desde un cinco por ciento hasta un setenta por ciento, mas

preferiblemente desde un diez por ciento hasta un treinta por ciento.

[000130] Métodos para la preparacion de estas formulaciones o composiciones
incluyen los pasos de asociar un compuesto de la presente invencién con el
portador y, opcionalmente, uno o mas ingredientes secundarios. En general, las
formulaciones son preparadas asociando uniforme e intimamente un compuesto
de la presente invencion con portadores liquidos, o finamente portadores solidos

“divididos, o ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto.

[000131] Formulaciones de la invencién apropiadas para administraciéon oral
pueden estar en la forma de capsulas, sellos, pildoras, tabletas, pastillas (usando
un base saborizada, usualmente sacarosa y acacia o tragacanto), polvos,

granulos, o como una solucién o una suspension en un liquido acuso o no acuoso,
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o como una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite, o como un elixir o
jarabe, o como pastillas (usando una base inerte, como gelatina y glicerina, o
sacarosa y acacia) y/o lavados bucales y similares, cada uno conteniendo una
cantidad predeterminada de un compuesto de la presente invencion como un
ingrediente activo. Un compuesto de la presente invencién puede tambien ser

administrado como un bolo, electuario o pasta.

[000132] En formas de dosis solidas de la invencién para administracion oral
(capsulas, tabletas, pildoras, grageas, polvos, granulos y similares), el ingrediente
activo es mezclado con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables,
tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico y/o cualquiera de los siguientes:
rellenos o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol
y/o acido silicico; aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina,
polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; humectantes, tales como glicerol; agentes
desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidon de papa o
tapioca, acido alginico, ciertos silicatos, carbonato de sodio; agentes de
retardantes de solucién, tales como parafina; aceleradores de absorcion, tales
como compuestos de amonio cuaternario; agentes humectantes, tales como
alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; absorbentes, tales como caolin y
arcilla de bentonita; Iubricantés, tales como talco, estearato de calcio, estearato de
magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de sodio, y mezclas de este; y
agentes colorantes. En el caso de las capsulas, tabletas y pildoras, las
composiciones farmacéuticas pueden también comprender agentes neutralizantes.
Composiciones solidas de un tipo similar pueden también emplearse como
rellenos en capsulas de gelatina de relleno suave y duro usando tales excipientes
como lactosa o azucares de leche, asi como polietilenglicoles con alto peso

molecular y similares.

24/
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[000133] Una tableta puede ser hecha por compresiéon o moldeado,

opcionalmente con uno o mas ingredientes secundarios. Tabletas comprimidas

pueden ser preparadas usando aglutinante (por ejemplo, gelatina o

hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluente inerte, preservativo, desintegrante

(por ejemplo, glicolato sodico de almidén o sédica reticulada carboximetilcelulosa),

agente activo de superficie o dispersante. Tabletas moldeadas pueden ser hechas

por moldeo en una maquina apropiada de una mezéla del compuesto en polvo

humedecido con un diluente liquido inerte.

[000134] Las tabletas, y otras formas de dosis solidas de las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion, tales como grageas, capsulas, pildoras y
granulos, pueden opcionalmente ser marcadas y preparadas con recubrimientos y
escudos, tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien
conocidos el arte de la formulacién farmacéutica. Ellas también pueden ser
formuladas de manera que provean una liberaciéon lenta o controlada del
ingrediente activo, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones
variadas para proveer el perfil de liberacién deseado, otras matrices poliméricas,
liposomas y/o microesferas.

Pueden estar esterilizadas por, por ejemplo, filiracion a través de un filtro
retenedor de bacteria, o por agentes de incorporacién esterilizantes en la forma de
composiciones solidas estériles que pueden ser disueltas en agua estéril, o algun
otro medio inyectable estéril antes de uso. Estas composiciones pueden también
de manera opcional contener agentes opacificantes y pueden ser de una
composicion en la que se libere el ingrediente (s) activo solamente, o
preferiblemente, en una cierta porcidén del tracto gastrointestinal, opcionalmente,

en una manera retardada.
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Ejemplos de composiciones embebidas que pueden ser usadas incluyen
sustancias poliméricas y ceras. El ingrediente activo puede también ser una forma
micro encapsulada, y si es apropiado, con uno o mas de los excipientes descritos

anteriormente.

[000135] Las formas de dosis liquidas por administracién oral de los compuestos
de la invencién incluyen emulsiones, micro emulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes vy elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo,
las formas de dosis liquidas pueden contener un diluente inerte comunmente
usado en el estado de la técnica, tales como agua o solventes, agentes de
solubilidad y emulsificantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo,
propilenglicol, 1, 3-butileno glicol, aceites (en particular, aceites de algodén, mani,
maiz, germen, oliva, castor y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilo,

polietilenglicoles y esteres de acidos grasos de sorbitan, y mezclas de estos.

[000136] Ademas de los diluentes inertes, las composiciones inertes pueden
también incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes
emulsificantes y de suspensidn, agentes endulzantes, agentes saborizantes,

agentes colorantes, agentes perfumantes y de preservacion.

[000137] Suspensiones, en adiciéon a los compuestos activos, pueden contener
agentes de suspension como por ejemplo, alcoholes isostearil etoxilados,
polioxietileno sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido

de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de estos.

[000138] Formulaciones de las composiciones farmaceéuticas de la invencion por

administracion rectal o vaginal pueden presentarse como un supositorio, el cual
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puede ser preparado por la mezcla de uno o mas compuestos de la invencion con
uno 0 Mas excipientes no ifritantes o portadores que comprenden, por ejemplo,
manteca de cacao, polietilenglicol, una cera de supositorio o un silicato, y el cual
es solido a temperatura ambiente, pero liquido a temperatura corporal y, por lo

tanto, se derretira en la cavidad rectal o vaginal y liberara el compuesto activo.

[000139] Formulaciones de la presente invencién que son apropiadas para
administraciéon vaginal también incluyen formulaciones de pesarios, tampones,
cremas, geles, pastas, espumas o esprdis que contienen portadores conocidos

como apropiados en el estado de técnica.

[000140] Formas de dosis para administracion tépica o transdérmica de un
compuesto de esta invencién incluye polvos, esprais, unglentos, pastas, cremas,
lociones, geles, soluciones, parches e inhala'ntes. El compuesto activo puede ser
mezclado bajo condiciones estériles con un portador farmaceuticamente
aceptable, y con cualquier preservativo, reguladores o propulsores que puedan ser

requeridos.

[000141] Los unglentos, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas del
compuesto activo de esta invencién, excipientes, tales como grasas animales o
vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de celulosa,
. polietilenglicoles, silicones, bentonitas, acido silicico, talco, oxido de zinc, o

mezclas de estos.

[000142] Polvos y esprais pueden contener, ademas del compuesto de esta
invencion, excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de
aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o mezclas de estas sustancias.

Esprais pueden adicionalmente contener propulsores habituales, tales como
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clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no sustituidos, tales como

butano y propano.

[000143] Parches transdérmicos tiene la ventaja adicional de proveer una
entrega controlada al cuerpo de un compuesto de la presente invencion. Tales
formas de dosis pueden ser hechas disolviendo o dispersando el compuesto en el
medio apropiado. Los mejoradores de absorcién también se pueden usar para
incrementar el flujo del compuesto a través de la piel. La velocidad de este flujo
puede ser controlado proveyendo una membrana de control de velocidad o

dispersando el compuesto activo en una matriz de polimero o gel.

[000144] Formulaciones oftalmicas, ungiientos de ojo, polvos, soluciones y

similares, también se contemplan dentro del alcance de esta invencion.

[000145] Composiciones farmacéuticas de esta invencion adecuadas para
administraciéon parenteral comprenden una o mas composiciones de la invencion
en combinacién con una o mas soluciones isotonicas estériles acuosas o no
acuosas farmacéuticamenfe aceptables, dispersiones, suspensiones o
emulsiones, o polvos estériles los cuales pueden ser reconstituidos en soluciones
inyectables estériles o dispersiones solo antes de su uso, que pueden contener
antioxidantes, reguladores, bacteriostaticos, solutos que reproducen la formulacion

isotonica con la sangre del destinatario o agentes de suspension o espesamiento.

[000146] Ejemplos de portadores adecuados acuosos y no acuosos que se
pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen,
agua, etanol, polioles (como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y similares) y
convenientes mezclas de estos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y

esteres organicos inyectables, como oleato de etilo. Una fluidez adecuada puede
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ser mantenida, por ejemplo, a través del uso de materiales de recubrimiento, como
lecitina, a través del mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso

de dispersiones, y con el uso de tensioactivos.

[000147] Estas composiciones pueden también contener adyuvantes como
preservativos, agentes humectantes, agentes emulsificantes y agentes de
dispersion. La prevencion de la accién de microorganismos se puede asegurar
por medio de la inclusiéon de varios agentes anti bacteriales y antifungicos, por
ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido sérbico fenol, y similares. También es
deseable la introduccion de agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro de
sodio, y similares en las composiciones. Adicionalmente, una absorcion
prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede ser provocada por la
inclusion de agentes que retrasan la absorcién tales como monoestearato de

aluminio y gelatina.

[000148] En algunos casos, para prolongar el efecto de la droga, es deseable
disminuir la absorcion de la droga de la inyeccion subcutanea o intramuscular.
Esto puede ser logrado con el uso de una suspensién liquida de un material
cristalino o amorfo que tenga una solubilidad en agua pobre. La tasa de absorcion
de la droga depende entonces de su tasa de disolucion la cual, a su vez, puede
depender del tamafo del cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la
absorcién retardada de una forma de droga administrada parentalmente puede ser

alcanzada disolviendo o suspendiendo la droga en un vehiculo de aceite.

[000149] Formas de depésito inyectables son hechas por la formacion de
matrices micro encapsuladas de los compuestos sujetos en polimeros
biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la proporcion

de la droga o polimero, y la naturaleza del polimero particular empleado, la



COLO 17905 841 002 0

WO 2009/143509 52 PTC/US2009/045143 \%
WPC 17905/ ID 184030

proporcion de liberacion de droga puede ser controlada. Ejemplos de otros
polimeros biodegradables incluyen poli (ortoesteres) y poli (anhidridos).
Formulaciones inyectables de depdsitos son también preparadas por encierro de
la droga en liposomas o micro emulsiones que son compatibles con el tejido

humano.

[000150] Las preparaciones de la presente invencion pueden darse oralmente,
parentalmente, topicamente o rectalmente. Se dan en formas apropiadas para
cada ruta de administracién. Por ejemplo, son administradas en forma de tabletas
o capsulas. Por ejemplo, son administradas por inyeccioén, infusion, inhalacion,

locién, ungliento, supositorio, etc. La administracion oral es preferida.

[000151] Las frases “administracion parental” y “parentalmente administrado”
seglin como se usa aqui representan modelos de administracion mas que
administracion enteral o tépica, usualmente por inyeccion, e incluye, sin limitacion,
inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intra arterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradermal, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutanea, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e
intraesternal.

[000152] Las frases “administracion sistémica”, “sistematicamente administrado”,
“administracion periferal” y “periferalmente administrado” segin se usan aqui
representan la administracion de un compuesto, droga u otro material que no sea
directamente en el sistema nervioso central, de manera que este ingrese al
sistema de paciente y, de esta manera, es sujeto para metabolismo y otros

procesos similares, por ejemplo, administracion subcutanea.
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[000153] = Estos compuestos pueden ser administrados a humanos y otros
animales para terapia por cualquier ruta de administraciéon conveniente, incluyendo
oralmente, nasalmente (como por, por ejemplo, un espray), rectalmente,
intravaginalmente, parentalmente, intracisternal y tépicamente (como por polvos,

unglentos o drogas, incluyendo bucalmente y sublingualmente).

[000154] Con relacién a la ruta de administracion seleccionada, el compuesto de
la presente invencion, el cual puede ser usado en una forma hidratada adecuada,
y/o la composicién farmacéutica de la presente invencién, son formuladas en
formas de dosis farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales

conocidos por aquellos con habilidades en la materia.

[000155] El término “cantidad efectiva terapéuticamente” se refiere a la cantidad
de la sal sujeto o polimorfo que provocara la respuesta biolégica o medica de un
tejido, sistema, animal o humano que esta siendo buscado por el investigador,
veterinario, doctor medico u otro clinico o que es suficiente para prevenir el
desarrollo de o aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas de la

enfermedad que se esta tratando.

[000156] Niveles de dosis actuales del ingrediente activo en las composiciones
farmacéuticas de esta invencion pueden ser variados para obtener una cantidad
del ingrediente activo que sea efectivo para lograr la respuesta terapéutica
deseada para un paciente, composicion, y modo de administracién particular, sin

ser toxico para el paciente.

[000157] El nivel de dosis seleccionado dependera de una variedad de factores
que incluyen la actividad del compuesto particular de la presente invencion

empleado, o el ester, sal o amida de este, la ruta de administracion, el tiempo de
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administracion, la tasa ~de excrecion del compuesto particular empleado, la
duracion del tratamiento, otras drogas, compuestos y/o materiales usados en
combinacién con el compuesto particular empleado, la edad, sexo, peso,
condicién, salud general e historial médico anterior del paciente en tratamiento, y
como factores bien conocidos en las artes de la medicina.

[000158] Un médico o veterinario que posea formacién ordinaria en la técnica
puede facilmente determinar y prescribir la cantidad efectiva de la composicion
farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria empezar
dosis de los compuestos de la invencion empleados en la composicion
farmacéutica a niveles mas bajos que lo requerido con la idea de lograr el efecto
terapéutico adecuado y gradualmente incrementar la dosis hasta que se consiga

el efecto que se desea.

[000159] En general, una dosis diaria conveniente de un compuesto de la
invencion sera aquella cantidad del compuesto que sea la dosis mas baja para
producir un efecto terapéutico. Tal dosis efectiva generalmente dependera de los
factores descritos anteriormente. = Generalmente, dosis intravenosas Yy
subcutaneas de los compuestos de esta invencién para un paciente, cuando se
usa para los efectos analgésicos indicados, variaran desde 0.0001 a 100 mg por
kilogramo de peso corporal por dia, mas probablemente desde 0.01 a 50 mg por
kilogramo por dia, y todavia mas preferible desde 0.1 a 10 mg por kilogramo por
dia. Por ejemplo, en algunas representaciones las dosis estan entre 0.5y 4.0 mg
por kg por dia. Si se desea, la dosis diaria efectiva del compuesto activo puede
administrada como una, dos, tres, cuatro, cinco, seis o mas sub-dosis
administradas de manera separada a intervalos apropiados a los largo del dia o
semana u otro periodo de tiempo apropiado, opcionalmente, en formas de dosis

de unidad.
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[000160] En tanto que es posible que un compuesto de la presente invencion
sea administrado de manera individual, es preferible que sea administrado como

una composicion farmacéutica.

5. Métodos para el Uso de los Compuestos de Tetraciclina de la Invencién

[000161] La invencién también pertenece a un método para el tratamiento de un
estado de respuesta a la tetraciclina en un sujeto, a través de la administracion al
sujeto de una cantidad efectiva de una composicibn que comprende un
Compuesto 1 de acuerdo con la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable

de este, de manera que el estado es tratado.

[000162] Los término “tratar”, “tratando” o “tratamiento”, segun son usado aqui,
se refieren a un método para aliviar o eliminar una enfermedad o desorden (por
ejemplo, el estado de respuesta aI_ compuesto de tetraciclina) y/o sus sintomas
presentes. Los términos “prevenir”, “previniendo” o “prevencion”, segun como se
usan aqui, se refieren a un método para evitar que un sujeto adquiera una
enfermedad o desorden. El “sujeto”, seglin como se usa aqui, incluye un
mamifero. El mamifero puede ser por ejemplo, cualquier mamifero, por ejemplo,
un humano, primate, ratén, rata, perro, gato, vaca, caballo, cabra, camello, oveja o

un cerdo. Preferiblemente, el mamifero es humano.

[000163] El lenguaje “estado de respuesta al compuesto de tetraciclina” o
“estado de respuesta de tetraciclina” incluye estados que pueden ser tratados,
prevenidos, o también mejorados a través de la administracion de un compuesto
de tetraciclina de la invencion. Los estados de respuesta al compuesto de
tetraciclina incluyen infecciones bacteriales, virales y por hongos (incluyendo

aquellas que son resistentes a otros compuestos de tetraciclina), canceres (por
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ejemplo, cancer de prostata, cancer de pecho, cancer de colon, cancer de pulmon,
melanoma, canceres linfaticos y otros desordenes caracterizados por proliferacién
celular no deseada, incluyendo, pero no limitado a estos, aquellos descritos en
U.S. 6, 100, 248), artritis, osteoporosis, diabetes, y otros estados para los cuales
los compuestos de tetraciclina se han encontrado activos (ver, por ejemplo,
Patente U.S. Nos. 5, 789, 395; 5, 834, 450; 6, 277, 061 y 5, 532, 227, cada uno de

los cuales esta expresamente incorporado aqui por referencia).

Los compuestos de la invencion pueden ser usados para prevenir o controlar
importantes enfermedades en mamiferos y animales tales como diarrea,
infecciones del tracto urinario, infecciones de la piel y estructura de la piel, oido,
nariz e infecciones de la garganta, infecciones en heridas, mastitis y similares.
Adicionalmente, también estan incluidos métodos para el tratamiento de
neoplasmas usando compuestos de tetraciclina de la invencion (van der Bozert
entre otros, Cancer Res., 1998, 48: 6686-6690). En una representacion, el estado
de respuesta a la tetraciclina no es una infeccion bacterial. En otra
representacion, los compuestos de tetraciclina de la invencién son esencialmente
no antibacteriales. Por ejemplo, compuestos de tetraciclina no antibacteriales de
la invencién pueden tener valores MIC mayores que 4 pg/ml medidos en ensayos

conocidos en el estado de la técnica.

[000164] Los estados de respuesta al Compuesto de tetraciclina también
incluyen estados asociados con procesos inflamatorios (IPAS). El término “estado
asociado con procesos inflamatorios” incluye estados en los cuales los factores de
inflamacion o inflamatorios (por ejemplo, metaloproteinasas de la matriz (MMPs),
oxido nitrico (NO), TNF, interleucinas, proteinas plasmaticas, sistemas de defensa

celular, citocinas, metabolitos de los lipidos, proteasas, radicales toxicos,
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moléculas de adhesion, efc.) estan involucrados o presentes en un area en

cantidades anormales.

El proceso de inflamacion es la respuesta de tejidos vivos al dafio. La causa de la
inflamaciéon puede debido a un dafio fisico, sustancias quimicas, micro-
organismos, necrosis de tejido, cancer u otros agentes. Una inflamacion aguda es
de corta duracién por solo pocos dias. Si esta llega a durar mas tiempo, entonces

se podria relacionar con una inflamacion crénica.

[000165] IPAS incluyen desordenes inflamatorios. Los desordenes inflamatorios
son generalmente caracterizados por calor, enrojecimiento, hinchazén, dolor o
perdida de funcion. Ejemplos de causas de desordenes inflamatorios incluyen,
pero no se limitan a estos, infecciones microbiales (por ejemplo, infecciones
bacteriales y por hongos), agentes fisicos (por ejemplo, quemaduras, radiacion y
trauma), agentes quimicos (por ejemplo, sustancias toxinas y causticas), necrosis
de tejido y varios tipos de reacciones inmunolégicas. En otra representacion, las
IPAS incluyen desordenes descritos en la Patente U.S. No. 5, 929 y 5, 532, 227,

incorporadas aqui por referencia en su totalidad.

[000166] Ejemplos de desordenes inflamatorios incluyen, pero no se limitan a
estos, osteoartritis, artritis reumatoide, infecciones agudas y crénicas (bacterial y
por hongos, incluyendo difteria y pertussis (tos femenina)), bronquitis aguda y
cronica, sinusitis, infecciones respiratorias superiores (la gripa comun, efc.),
gastroenteritis aguda y crénica y colitis, cistitis y uretritis agua y cronica , dermatitis
aguda y crénica, conjuntivitis aguda y crdnica, serositis aguda y crénica
(pericarditis, peritonitis, sinovitis, pleuritis y tendinitis), pericarditis urémica,

colecistitis aguda y croénica, vaginitis aguda y crénica, uveitis aguda y cronica,
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reacciones a drogas, mordidas de insectos, quemaduras (termal, quimica y

eléctrica) y quemadura solar.

[000167] EIl término “estado asociado al proceso inflamatorio” incluye, en una
representacion, estados NO asociados. El término “estado NO asociado” incluye
estados que involucran o estan asociados con oxido nitrico (NO) sintasa de oxido
nitrico inducible (iNOS). Estado NO asociado incluye estados que no son
caracteristicos con cantidades anormales de NO y/o iNOS. Preferiblemente, el
estado NO asociado puede ser tratado con administracion de compuestos de
tetraciclina de la invencion. Los desordenes, enfermedades y estados descritos
en las Patentes U.S. Nos. 6, 231, 894; 6, 105, 804; 5, 919, 774; y 5, 789, 395
estan también incluidos como estados NO asociados. Todos los contenidos de

cada una de las patentes estan aqui incorporadas por referencia.

[000168] Otros ejemplos de estados NO asociados incluyen, pero no se limitan a
estos, malaria, senectud, diabetes, derrame cerebral vascular, desordenes
neurodegenerativos (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington vy
enfermedad de Parkinson), enfermedad cardiaca (lesiéon por reperfusion asociada
seguida de infarto), diabetes juvenil, desordenes inflamatorios, osteoartritis, artritis
reumatoide, infecciones agudas y crénicas (bacterial, viral y por hongos),
bronquitis aguda y crénica, sinusitis, e infecciones respiratorias (la gripa comun,
etc.), gastroenteritis aguda y cronica y colitis, cistitis y uretritis agua y crénica ,
dermatitis aguda y crénica, conjuntivitis aguda y croénica, serositis aguda y crénica
(pericarditis, peritonitis, sinovitis, pleuritis y tendinitis), pericarditis urémica,
colecistitis aguda y crénica, fibrosis cistica, vaginitis aguda y crénica, uveitis aguda
y crénica, reacciones a drogas, mordidas de insectos, quemaduras (termal,

quimica y eléctrica) y quemadura solar.
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[000169] El término “estado asociado al proceso inflamatorio” también incluye,
en una representacién, estados asociados a metaloproteinasas de la matriz
(MMPAs). MMPAs incluyen estados caracterizados por cantidades anormales de
actividad MMPs o MMP. Estas también estan incluidas como estados de
respuesta al compuesto de tetraciclina que se pueden tratar usando compuestos

de la invencion.

[000170] Ejemplos de estados asociados a metaloproteinasas de la matriz
(MMPAs) incluyen, pero no se limitan a estos, arterioesclerosis, ulceracion de
cornea, enfisema, osteoartritis, esclerosis muitiple (Liedtke entre otros, Ann
Neurol. 1998, 44: 35-46; Chandler entre otros, J. Neuroimmunol. 1997, 72: 155-71
), osteosarcoma, osteomielitis, bronquiectasias, enfermedad de obstruccion
pulmonar crénica, enfermedades de la piel y los ojos, periodontitis, osteoporosis,
artritis reumatoide, colitis ulcerativa, desordenes inflamatorios, crecimiento e
invasion de tumor (Stetler-Stevenson entre otros, Annu. Rev. Cell Biol. 1993, 9:
541-73; Tryggvason entre otros, Biochim. Biophys. Acta 1987, 907: 191-217; Li
entre otros, Mol. Carcinog. 1998, 22: 84-89), metastasis, herida de pulmon aguda,
accidente cerebrovascular, isquemia, diabetes, aneurisma aértico o vascular,
heridas del tejido de la piel, resequedad en los ojos, degradacién del hueso y el
cartilago (Greenwald entre otros, Bone 1998, 22:33-38; Ryan entre otros, Curr.
Op. Rheumatol. 1996, 8: 238-247). Otras MMPAs incluyen aquellas descritas en
la Patente U.S. Nos. 5, 459, 135; 5, 321, 017; 5, 308, 839; 5, 258, 371, 4, 935,
412; 4,704, 383; 4, 666, 897 y RE 34, 656, incorporadas aqui por referencia en su

totalidad.

[000171] En otra representacion, el estado de respuesté al compuesto de
tetraciclina es cancer. Ejemplos de canceres los cuales los compuestos de

tetraciclina de la invencién pueden ser Utiles para tratar incluyen todos los tumores
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sélidos, por ejemplo, carcinomas, por ejemplo, adenocarcinomas y sarcomas.
Adenocarcinomas y carcinomas derivados de tejido glandular o en el cual las
células del tumor forman estructuras glandulares reconocibles. Sarcomas incluyen
de manera amplia tumores cuyas células estan embebidas en una sustancia

fibrilar u homogénea como tejido conectivo embrionario.

Ejemplos de carcinomas que pueden ser tratados usandoi los compuestos de Ia
invencion incluyen, pero no se limitan a estos, carcinomas de la prostata, pecho,
ovario, testiculo, pulmon, colon y pecho. Los métodos de la invenciéon no estan
limitados al tratamiento de estos tipos de tumores, pero se extienden a cualquier
tumor solido derivado de cualquier sistema organico. Ejemplos de canceres
tratables incluyen, pero no se limitan a estos, cancer de colon, cancer de pecho,
melanoma, carcinoma de ovario, carcinoma de prostata, cancer de pulmon, y
variedad de otros canceres también. Los métodos de la invencién también causan
la inhibicion del crecimiento del cancer en adenocarcinomas, como por ejemplo,

aquellos de la prostata, pecho, rifién, ovario, testiculos y colon.

[000172] En una representacion, la invencion pertenece a un método para el
tratamiento de un paciente que padece o se encuentra en riesgo de sufrir de
cancer, a través de la administracion de una cantidad efectiva de un compuesto de
tetraciclina sustituido de manera que la inhibicién del crecimiento celular del
cancer ocurra, por ejemplo, proliferacion celular, invasividad, metastasis, o
incidencia de un tumor es disminuida, aminorada, o detenida. La inhibicién puede
resultar de la inhibicién de un proceso inflamatorio, descenso de regulaciéon en un
proceso inflamatorio, algunos otros mecanismos o una combinacién de
mecanismos. Alternativamente, los compuestos de tetraciclina pueden ser Utiles
para prevenir la recurrencia del cancer, por ejemplo, para tratar cancer residual

que sigue de la reseccién surginal o terapia de radiaciéon. Los compuestos de
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tetraciclina atiles de acuerdo con la invencién son especificamente ventajosos ya
que son sustancialmente no toxico comparados con otros tratamientos para el
cancer. En otra representacion, los compuestos de la invenciéon son administrados
en combinacién con una terapia de cancer estandar, tales como, pero sin limitarse

a este, quimioterapia.

[000173] Ejemplos de estados de respuesta a la tetraciclina también incluyen
desordenes neurolégicos que incluyen a ambos, los desordenes
neuropsiquiatricos y neurodegenerativos, pero no se limitan a la enfermedad de
Alzheimer, demencias relacionadas con la enfermedad de Alzheimer tales como
enfermedad de Pick, enfermedad de Parkinson y otras enfermedades corporales
difusas de Lewy, demencia senil, enfermedad de Huntington, sindrome de Gil|es.
de la Tourette, esclerosis multiple,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS), pardlisis supra nuclear progresiva, epilepsia, y
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, desordenes funcionales autonomos como
hipertension y desordenes del suefio, desordenes neuropsiquiatricos (depresion,
esquizofrenia, desorden esquizoafectivo, psicosis de Korsakoff, mania,
desordenes de ansiedad, desordenes fobicos, efc.), desordenes de aprendizaje y
memoria (amnesia o pérdida de memoria relacionada con la edad, desordenes de
déficits de atencion, etc.), desorden distimico, desorden depresivo mayor,
desorden obsesivo compulsivo, desordenes por el usb de sustancia psicoactivas,
ansiedad, fobias, desorden de panico, asi como desorden afectivo bipolar
(desorden (estado de &nimo) afectivo bipolar severo (BP-1), desordenes
neuroldgicos afectivos bipolares, por ejemplo, migraiia y obesidad, efc.). Otros
desordenes neuroldgicos incluyen, por ejemplo, aquellos listados en el manual de
Diagnostico y Estadistica de la Asocia.cién Psiquiatrica Americana de Desordenes
Mentales (DSM), la version mas reciente Ia cual es incorporada aqui por referencia

en su totalidad.
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[000174] En otra representacion, el estado de respuesta al compuesto de

tetraciclina es diabetes, por ejemplo, diabetes juvenil, diabetes mellitus, diabetes

tipo |, o diabetes tipo Il. En otra representacidn, la glicosilacién de proteinas no es

afectada por la administracién de compuestos de tetraciclina de la invencion. En

otra representacion, el compuesto de tetraciclina de la invencion es administrado

en combinacion con terapias diabetes estandar, tales como, pero sin limitarse a

esta, terapia de insulina.

[000175] En otra representacion, el estado de respuesta al compuesto de
tetraciclina es un trastorno de la masa 6sea. Trastornos de la masa dsea incluyen
desordenes donde los hliesos de un sujeto son desordenes y/o estados donde la
formacion, reparacién o remodelacion del hueso es ventajosa. Por ejemplo,
trastornos de la masa dsea incluyen osteoporosis (por ejemplo, un disminucion en
la fortaleza y densidad del hueso), fracturas de hueso, formacion del hueso
asociado con procedimientos quirdrgicos (por ejemplo, reconstruccion facial),
osteoporosis imperfecta (enfermedad de los huesos fragiles), hipofosfatasia,
enfermedad de Paget, displasia fibrosa, osteoporosis, enfermedad del hueso
mieloma, y la deplecién de calcio en el hueso, como aquella relacionada con

hiperparatiroidismo primario.

Trastornos de la masa 6sea incluyen todos los estados en lo que la formacion,
reparacion y remodelado del hueso es ventajosa para el sujeto asi como otros
desordenes asociados con los huesos o sistema esquelético de un sujeto que
puede ser tratado con compuestos de tetraciclina de la invenciéon. En otra
representacion, los desordenes de masa 6sea incluyen aquelios descritos en la

Patente U.S. Nos. 5, 459, 135; 5, 231, 017; 5, 998, 390; 5, 770, 588; RE 34, 656;
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5, 308, 839; 4, 925, 833; 3, 304, 227 y 4, 666, 897, cada uno de los cuales esta

incorporado aqui por referencia en su totalidad.

[000176] En oftra representacién, el estado de respuesta al compuesto de
tetraciclina es una herida de pulmon aguda. Heridas de pulmon agudas incluyen
sindrome de distrés respiratorio del adulto (ARDS), sindrome post bomba (PPS) y
trauma. El trauma incluye cualquier lesion al tejido viviente causado por un agente
extrinseco o evento. Ejemplos de trauma incluyen, pero no se limitan a estos,
heridas por choques, contacto con una superficie dura, o cortes u otros dafios en

los pulmones.

[000177] La invencion también pertenece a un método para el tratamiento de
una lesién de pulmon aguda a través de la administracion de un compuesto de

tetraciclina sustituido de la invencion.

[000178] Los estados de respuesta al compuesto de tetraciclina también
incluyen desordenes pulmonares. La invencién pertenece a métodos para el
tratamiento de desordenes pulmonares cronicos a través de la administracion de
un compuesto de tetraciclina, tales como los descritos aqui. Los métodos incluyen
la administracion de una cantidad afectiva al sujeto de un compuesto de
tetréciclina sustituido de manera que el desorden pulmonar crénico es tratado.
Ejemplos de desordenes pulmonares cronicos incluyen, pero no se Iimifah a estos,
asma, fibrosos cistica y enfisema. En otra representacion, los compuestos de
tetracjclina de la invencién usados para tratar desordenes pulmonares agudos y/o
crénicos tales como aquellos descritos en la Patente U.S. Nos. 5, 977, 091; 6, 043,
231; 5, 523, 297; y 5, 773, 430, cada uno de los cuales esta incorporado aqui por

referencia en su totalidad.
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[000179] En otra representacion, el estado de respuesta a la tetraciclina es
isquemia, accidente cerebrovascular o accidente cerebrovascular isquémico. La
invencion también pertenece a un método para el tratamiento de isquemia,
accidente cerebrovascular o accidente cerebrovascular isquémico a través de la
administracidén de una cantidad efectiva de un compuesto de tetraciclina sustituido
de la invencién. En otra representacion, los compuestos de tetraciclina de la
invencién son usados para tratar tales desordenes como se describe en la Patente
U.S. Nos. 6, 231, 894; 5, 773, 430; 5, 919, 775 y 5, 789, 395, incorporados aqui

por referencia.

[000180] En otra representacion, el estado de respuesta al compuesto de
tetraciclina es una herida en la piel. La invencion también pertenece, al menos en
parte, a un método para mejorar la respuesta de recuperacion del tejido
epitelizado (por ejemplo, piel, mucusae, efc.) para lesion traumatica aguda (por
ejemplo, corte, quemadura, raspadura, efc.). El método puede incluir usando un
compuesto de tetraciclina de la invencién (que puede o no tener actividad
antibacterial) para mejorar la capacidad del tejido epitelizado para curar heridas
agudas. El método puede incrementar la relaciéon de acumulacion de colageno del
tejido en recuperacion. El método también puede disminuir la actividad proteolitica
en el tejido epitelizado a través de la disminucién de la actividad colagenolitica y/o

gelatonolitica de MMPs.

En ofra representacion, el compuesto de tetraciclina de la invencion es
administrado a la superficie de la piel (por ejemplo, tépicamente). En otra
representacion, el compuesto de tetraciclina de la invencion usado para tratar un
lesion en la piel, y otros desordenes como los descritos en, por ejemplo, la

Patentes U.S. Nos. 5, 827, 840; 4, 704, 383; 4, 935, 412; 5, 258, 371; 5, 308,
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8391, 5, 459, 135; 5, 532, 227 y 6, 015, 804, cada uno de los cuales esta

incorporado aqui por referencia en su totalidad.

[000181] En otra representacion, el estado de respuesta al compuesto de
tetraciclina es un aneurisma aodrtico o vascular en un tejido vascular de un sujeto
(por ejemplo, un sujeto que presenta o se encuentra en riesgo de tener un
aneurisma aoértico o vascular, efc.). El compuesto de tetraciclina puede ser
efectivo para reducir el tamafo del aneurisma vascular de manera que el
aneurisma sea prevenido. En una representacion, el tejido vascular en una
arteria, por ejemplo, la aorta, por ejemplo, la aorta abdominal. En otra
representacion, los compuestos de tetraciclina de la invencion son usando para
tratar desordenes descritos en la Patente U.S. Nos. 6, 043, 225 y 5, 834, 449,

incorporados aqui por referencia en su totalidad.

[000182] Infecciones bacteriales pueden ser causadas por una amplia variedad
de bacterias gram positivo y gram negativo. Los compuestos de la invencion son
usados como antibidticos contra organismos que son resistentes a otros
compuestos de tetraciclina. La actividad antibiética de los compuestos de
tetraciclina de la invencion puede ser determinada usando el métodos de dilucidn
en caldo in vitro estandar descrito en Waitz, J. A., National Commission for Clinical
Laboratory Standards, Document M7-A2, vol. 10, no. 8, pp. 13-20, segunda

edicion, Villanova, PA (1990).

[000183] Los compuestos de tetraciclina pueden ser también usados para tratar
infecciones que son tradicionalmente tratadas con compuesto de tetraciclina como
por ejemplo, infeccién por rickettsias, un nimero de infecciones bacteriales gram-
positivo y gram-negativo, linfogranuloma venéreo, conjuntivitis inclusion y

psitacosis. Los compuestos de tetraciclina pueden ser usados para tratar



WO 2009/143509 66 PTC/US2009/045143

COLO 17905 841 002 0 ' 4

WPC 17905/ ID 184030 < 5}
infecciones de, por ejemplo, K. pneumoniae, Salmonella, E. hirae, A. baumanii, B.

catarrhalis, H. influenzae, P. aeruginosa, E. faecium, E. coli, S. aureus o E.

faecalis. En una representacion, el compuesto de tetraciclina es usado para tratar

una infeccién bacterial que es resistente a otros compuestos antibidticos de

tetraciclina. El compuesto de tetraciclina de la invencién puede ser administrado

con un portador farmacéuticamente aceptable.

[000184] El lenguaje “en combinacién con” otro agente terapéutico o tratamiento
incluye coadministracién del compuesto de tetraciclina, (por ejemplo, inhibidor) y
con el otro agente terapéutico o tratamiento, administracion del primer compuesto
de tetraciclina primero, seguido por otro agente terapéutico o tratamiento y
administracién del otro agente terapéutico o primer tratamiento, seguido por el
compuestos de tetraciclina. El otro agente terapéutico puede ser cualquier agente
que sea conocido en el estado de la técnica para tratar, prevenir, o reducir los
sintomas de la enfermedad o desorden, tales como IPAS. Ademas, el otro agente
terapéutico puede ser cualquier agente que beneficie al paciente cuando es
administrado en combinacién con la administracion de un compuesto de

tetraciclina.

En una representacion, las enfermedades, como cancer, tratadas por métodos de
la invencién incluyen aquellas descritas en la Patente U.S. Nos. 6, 100, 248; 5,
843, 925; 5, 837, 696 y 5, 668, 122, incorporados aqui por referencia en su

totalidad.

[000185] El lenguaje “cantidad efectiva” del compuesto es aquella cantidad
necesaria o suficiente para tratar o prevenir un estado de respuesta al compuesto
de tetraciclina. La cantidad efectiva puede variar dependiendo de factores como

tamafo y peso del sujeto, el tipo de enfermedad, o del compuesto de tetraciclina
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particular. Por ejemplo, la elecciéon de un compuesto de tetraciclina puede afectar
lo que constituye una “cantidad efectiva”. Alguien con habilidades ordinarias en la
técnica estaria en capacidad de estudiar los factores mencionados y tomar una
determinacién en relacién con la cantidad efectiva del compuesto de tetraciclina

sin una indebida experimentacion.

[000186] En los método terapéuticos de la invencion, uno o mas compuestos de
tetraciclina de la invencién pueden ser suministrados de manera individual al
individuo, o mas tipicamente un compuesto de la invencién serd administrado
como parte de una composicion farmacéutica en mezcla con un excipiente
convencional, por ejemplo, sustancias portadoras organicas o inorganicas
aceptables farmacéuticamente conveniente para administracion parenteral, oral u
otra deseada y las cuales no reaccionan perjudicialmente con el compuesto activo

y no son perjudiciales para el receptor de estas.

[000187] La invencién es ademas ilustrada por los siguientes ejemplos, los

cuales no deben entendidos como una limitante.
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6. Ejemplificacion de la Invencion

Ejemplo 1: Sintesis de 9-alquil Aminometil Minociclina

CHyNH,

i ——————

“R3 THF/EIOH

i V Bis-Alquilados R 1=R$= c}-;zpm . Ry=H
R & R' =H o grupo alquilo - Tris-Alquifados R=R=R,=CH,Pht '

{Ho aizlado)

PdIC, H,
——ip
Lo

4

Base libre
R&R'=Ho grupoalquilo
Esquema 2
[000188] Hidroclorato de minociclina (compuesto 2) fue disuelto en acido

metilsulfénico o acido fluorhidrico con anhidrido metilsulfénico o un acido limpiador
de agua similar como acido ftriflico. N- hidroxirhetil ftalimida fue afadido a la
mezcla de reacciéon. La mezcla fue agitada a 20-35 °C hasta que la reaccién fue
completa. La solucién de acido fue afadida a una mezcla de hielo/agua, y la sal
triflica pudo ser faciimente precipitada, filtrada y recolectada. El sélido fue re
disuelto en acetona y traido a un pH neutral con una base. EIl producto fue
precipitado por la adicién de agua. Si el acido triflico estuviera presente como

limpiador el producto podria ser precipitado sin neutralizacién. El producto fue
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aislado como una mezcla del producto bis y tris alquilado. EI material aislado de

.esta reaccion fue enriquecido en la tasa bis deseada (90%).

[000189] ElI sélido fue suspendido en el EtOH o MeOH. La amindlisis se llevo a
cabo usando metilamina. Un subproducto de ftalimida precipitado como la
reaccion progreso y fue removido por filtracion. El producto sélido de color
amarillo claro fue precipitado afuera por la adicién de aprox. 1.5 volimenes de t-
butilmetileter a las mezcla de reaccion, y recolectado a través de una filtracion
simple que dejo muchas pequefias impurezas y un reactivo de metilamina en la
solucién. Se ejecuto otra purificacion a través de una re suspension con un

alcohol alifatico mas bajo como un metanol.

[000190] EIl compuesto 4 como una base libre fue transferido a un recipiente de
hidrogenacién el cual fue cargado con metanol y aldehido. Un catalizador Pd/C
inactivado fue cargado y el recipiente fue presurizado con gas hidrogeno. La
mezcla de reaccion fue hidrogenada bajo presion de hidrogeno alrededor de 30
Psi por 24 horas. Cuando la conversion del compuesto 4 a 1 estuvo completa, la
solucién fue filtrada y lavada a través de una almohadilla de celite. A e.ste punto la

mezcla de reaccién contenia un epimero 8 C-4 muy bajo, cercano a 3-7 %.

[000191] El producto (1) fue elaborado como sigue para aislar el producto
selectivamente de sus impurezas. El pH de la solucién fue ajustado a aprox. 4.5
con HCI concentrado y la solucién fue extraida con diclorometano. La capa
acuosa fue extraida con diclorometano para recuperar selectivamente el producto
epimeros preferido (por ejemplo, a). Las capas de diclorometano fueron
combinadas y concentradas, y 2 L de n-heptano fue agregado para precipitar el
producto. Fue obtenida purificacién adicional repitiendo el proceso elaboracion

con o sin t-butilmetileter para disolver el producto crudo.
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Ejemplo 2: Purificaciéon del Compuesto 1

[000192] La base libre 9-(2', 2'-dimetilpropil aminometil) minociclina (40 gr) cruda
fue disuelta en 150 mL de regulador A (0.1 % de solucién acuosa de &cido

metanosulfénico - MSA) y el pH fue ajustado a 2-3 con MSA.

[000193] La solucion fue filtrada e inyectada en HPLC y el producto se eluyd con
un gradiente isocratico de 94% de regulador A y 6% de acetonitrilo. La
recoleccién de fraccion de producto fue iniciada cuando el pico de producto fue
detectado. Cada fraccién fue analizada y un criterio de aceptacion mayor a 80%
AUC del pico principal fue usado para las primeras fracciones de producto.
Cuando se combinaron las fracciones, el nivel de impurezas y la concentracion
relativa de las fracciones reunidas fue incluido en el criterio de seleccion que
reunia las especificaciones del producto final. A las fracciones de producto fue
agregado un 10% de solucién acuosa de sulfito de sodio igual a 10% del volumen

original de las fracciones recolectadas.

[000194] EI siguiente ejemplo representa la salida de una sola inyeccion. La
salida de multiples inyecciones puede ser también combinada y elaborada. Un
volumen de fraccién de producto de 3.5 L (incluyendo sulfito de sodio) fue
recolectada y el pH fue ajustado a 4.0 — 4.5 usando una solucién de hidréxido de
sodio. La solucién acuosa fue lavada con 2 L de diclorometano y la capa organica

fue separada y descartada.

[000195] EIl pH de la capa acuosa es ajustado a 7.5 — 8.5 usando hidroxido de

sodio y el producto fue extraido cuatro veces con 2.4 L de diclorometano. El pH
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fue reajustado a 7.5 - 8.5 con hidréxido de sodio o MSA, anterior a cada

extraccion.

[000196] Las cuatro capas de diclorometano fueron combinadas y concentradas
a aprox. 200 mL, el cual fue entonces agregado lentamente (sobre un periodo de
10 minutos) n-heptano agitado viscosamente (2.5 L). La suspension fue agitada
por cerca de 10 minutos a temperatura ambiente y diluida lentamente (sobre un
periodo de 5 minutos) con n-heptano 1.5 L. La sustancia acuosa es enfriada a 0-5
°C y agitada por 1-2 horas. El sélido suspendido fue filtrado y lavado con 3 x 150
mL porciones de n-heptano. El producto fue secado al vacio a 40 °C por al menos
24 horas hasta que un peso constante fue conseguido y los niveles de todos los
solventes residuales estuvieron dentro de la especificacion. Aproximadamente
13.6 gr de base libre 9-(2', 2’-dimetilpropil aminometil) minociclina fue aislada

como un soélido amarillo.
Ejemplo 3: Preparacion de Sal HCI Cristalina del Compuesto 1

[000197] EI Compuesto 1 (13 gr) fue disuelto en acetona (300 mL), filtrado y el
filtro fue adicionalmente lavado con acetona. El filtrado y lavado combinado fue
enfriado a 5 °C. A el filtrado y lavado combinado se afadidé lentamente una
solucién de HCI concentrado (3.9 mL) en acetona (79 mL) con enérgica agitacion.
La sustancia acuosa resultante fue agitada en un bafio de hielo por 15 minutos y

filtrada.

[000198] El primer cultivo de soélido fue lavado con acetona fria y pentano y
secado al vacio por 48 horas, produciendo 13.7 gr de sélido amorfo amarillo. El

matraz con la filtracion saturada fue cubierto con papel aluminio y dejado por dos
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semanas tiempo durante el cual el crecimiento de un cristal Unico se observd. Los

cristales fueron recolectados por filtracién y lavados con hexano.

Ejemplo 4: Preparacion de Sal de Acido Metanosulfénico Cristalino del

Compuesto 1

[000199] A una matraz de 25-mL 3-cuello bajo una atmosfera de nitrégeno
inerte, 3 mL de isopropanol (IPA) fueron cargados. Una sustancia acuosa fue
preparada adicionando 225 mg de una base libre amorfa del Compuesto 1 al
matraz. La sustancia acuosa fue calentada a una temperatura de 45 °C. El
hidrato de acido metanosulfénico (98.0 mg) fue entonces afadido a la sustancia
acuosa. La sustancia acuosa fue agitada a 45 °C por una hora, luego enfriada a
22 °C para producir una gruesa sustancia acuosa cristalina. La sustancia fue
filtrada y lavada con IPA (2 x 1 mL). El exceso de IPA fue removido del pastel
cristalino por secado a 55 °C por mas de dos horas para lograr un peso constante.
La sal mesilato cristalina (écido metanosulfénico) de Compuesto 1 (180 mg) fue

aislada. Se determiné que la sal mesilato cristalina era inestable a 5 °C.

Ejemplo 5: Preparacion de Sal Tosilato Cristalina del Compuesto 1 (usando

un método de sustancia acuosa)

[000200] A una matraz de 5-L 3-cuello bajo una atmosfera de nitrégeno inerte,
2.0 L de isopropanol (IPA) fueron cargados. Una sustancia acuosa fue preparada
adicionando 289 gr de una base libre amorfa del Compuesto 1 al matraz. Una
solucién de hidrato de acido p-toluensulfonico (97.0 gr) en IPA (400 mL) fue
entonces agregada a la sustancia acuosa. El contenido de agua del sobrenadante
de la sustancia acuosa fue ajustado a 0.6 g/L con la adicién de agua (9 mL), y la

sustancia fue agitada a 20-25 °C por 18 horas para producir una gruesa sustancia
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acuosa cristalina. La sustancia acuosa fue filirada y lavada con IPA (2 x 500 mL).
El exceso de IPA fue removido del pastel cristalino por soplado de nitrégeno seco
a través del pastel por 24 horas. Con los sélidos conteniendo 3 peso-porcentaje
(wt %) de IPA, el pastel fue ademas secado por soplado de nitrdgeno humedecido
a través del pastel a una humedad relativa de 70-75 % por 24 horas. El pastel
retuvo 0.9 wt% de IPA que no fue ademas producido por este método. El exceso
de agua fue entonces removido del pastel por soplado de nitrégeno seco a través
del pastel por 24 horas. La sal tosilato del Compuesto 1 fue separada como un
polvo anaranjado (337 gr). La sal tosilato aislada del Compuesto 1 fue cristalina
con solamente una forma observada: hemihidrato no estequiométrico, como se
determiné por la difraccion de polvo de rayos X (XPRD) y el analisis termo

gravimétrico (TG).

Ejemplo 6: Preparacion de Sal Tosilato Cristalina del Compuesto 1 (usando

un método de solucién)

[000201] A una matraz de 5-L 3-cuello bajo una atmosfera de nitrégeno inerte,
1.7 L de metil-t-butil éter fueron cargados. El acido p-toluensulfénico monohidrato
(209 gr) y la base libre amorfa del Compuesto 1 (556 gr) fueron agregados con
agitacion al matraz para obtener una solucién limpia. Una cantidad de semilla (3
gr) de la sal monotosilato del Compuesto 1 fue agregada para iniciar la
cristalizacion y una cantidad adicional de metanol (0.1 L) y metil-t-butil éter (0.5 L)
fue agregado. La sustancia acuosa resultante fue agitada a 20 °C por 22 horas
para producir una espesa sustancia acuosa cristalina. La sustancia fue filtrada y
lavada con una mezcla de 1.1 L de metanol y 1.3 L de metil-t-butil éter seguido por

metil-t-butil éter (2 x2.4L).
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La sal tosilato del Compuesto 1 fue aislada como un polvo anaranjado. El exceso
de solvente fue removido del pastel cristalino por soplado de nitrdgeno seco a
través del pastel por 24 horas. El pastel fue entonces secado al vacio a aprox. 30
°C hasta que los sélidos contenidos estuvieron sobre 6 peso-porcentaje (wt %) del
solvente. El pastel fue ademas secado al vacio a 45 °C hasta que los sdlidos
contenidos fueron inferiores a 3 peso-porcentaje (wt %) del solvente. La sal
tosilato aislada del Compuesto 1 fue cristalina con una forma 1 observada como

se determino por la difraccion de polvo de rayos X (XPRD).
Ejemplo 7: Caracterizacion de la Sal Tosilato del Compuesto 1

[000202] El patron de XRPD de la sal tosilato aislada del Compuesto 1
comprende valores 20 en grados de 5.6, 8.0, 8.6, 11.4, 13.0, 15.5, 18.8, 204 y

24.5.

[000203] La sal tosilato cristalina fue sometida a analisis termo gravimétrico
(TG) bajo flujo de nitrégeno a una tasa de calentamiento de 10 °C/minuto. Se
observd una pérdida de peso de 3.9 % hasta 81.3 °C, lo que debi6 a la perdida de

agua.

[000204] Al secarse, el contenido de agua de la sal tosilato cristalina del
Compuesto 1 fue calculada en 0.5 %. Después de permaneces a temperatura
ambiente por 24 horas, este valor incrementé a 5 %. En contraste con el
Compuesto 1 amorfo, la sal tosilato cristalina del Compuesto 1 estuvo estable por
semanas y meses a temperatura ambiente, manteniendo un contenido de agua de

aproximadamente 5 %.
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[000205] La higroscopicidad de la sal tosilato cristalina sujeto fue determinada
usando un analizador de sorcién de vapor simétrico, y reportado como wt %
ganado como una funcién del porcentaje de humedad relativo (% RH) desde 5 % a
95 % a 1 %, a intervalos de 5 % a 25.0 °C. Una ganancia de peso maximo de 12
wt % a 95 % RH, con una ligera histéresis en la desorciéon se observo, y una

pérdida de 2 wt% debido a IPA fue observada.

[000206] Para la sal tosilato cristalina de determinaron las solubilidades que se
encuentran resumidas en la Tabla 6 adelante. Las solubilidades fueron
determinadas mezclando solidos en exceso con solvente, a temperatura ambiente
por dos horas, seguida de la filtracion del sobrenadante. La concentracion de
sobrenadante fue determinada por cromatografia liquida de alto desempeiio
(HPLC). En las soluciones limpias se encontr6é equilibrio de 56.8 mg de la sal
tosilato cristalina sujeto en 0.5 mL de agua y 122.1 mg de la sal tosilato cristalina
sujeto en 1.0 mL de agua.

El pH de 122.1 mg de la sal tosilato cristalina sujeto en 1.0 mL de agua fue

determinada en 5.70.

Tabla 6
Solvente Solubilidad (mg/mL)
Agua >100
Acetonitrilo 5.9
Metanol ; 86.1
IPA 5.8

Ejemplo 8: XRPD del Compuesto 1
[000207] Los patrones de difraccion de polvo de rayos X fueron recolectados en

un difractdmetro Siemens D5000 usando radiacién Cu Ka (40 KV, 40 mA),

gonidémetro ©-6, divergencia de V20 y rendijas de recepcién, un monocromador



WO 2009/143509 76 PTC/US2009/0451 4}\ Q{
COLO 17905 841 002 0 ' L
WPC 17905/ ID 184030

secundario de grafito y un contador de centelleo. El desempeio del instrumento
es revisado usando un estandar de Corundum certificado (NIST 1976). El
software usado para la recoleccion de informacién fue Diffrac Plus XRD
Commander v2.3.1 y la informacion fue analizada y presentada usando Diffrac
Plus EVA v11, 0.0.2 0 v12.0.0.2.

[000208] Ejemplos de polvo fueron preparados usando especimenes de placa
plana.  Aproximadamente 35 mg de la muestra fueron cuidadosamente
empacados en una cavidad de corto en una oblea de silicio (510) pulida, de fondo
cero. La muestra fue rotada en su propio plano durante el analisis. Los detalles

de la recoleccidon de datos son:

Rango Angular: 2 a 42 °26

Tamafio de escalon: 0.05 °26

Tiempo de recoleccion: 4 s/escalon

Los patrones de Difraccion de Polvo de Rayos X de Alta resoluciéon fueron
recolectados en un difractémetro Bruker AXS C2 GADDS usando radiacion Cu Ka
(40 KV, 40 mA), etapa XZY automatizada, microscopio de video laser para
posicionamiento de auto muestra y un detector de area de dos dimensiones
HiStar. Optica de rayos X consiste de un Unico espejo multicapa Gobel acoplado

con un colimador de agujero de alfiler de 0.3 mm.

[000209] La divergencia del haz, por ejemplo, el tamafio efectivo de un haz de

rayos X en una muestra, fue aproximadamente 4 mm. Un modo de escaner

continuo ©-6 se empled con una distancia de detector de muestra de 20 cm el

cual brinda un rango 206 de 3.2 °-29.7 °. Tipicamente, la muestra seria expuesta
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a un haz de rayos X por 120 segundos. El software usado para la recoleccion de
la informaciéon fue GADDS para WNT 4.1.16 y la informacién fue analizada y

presentada usando Diffrac Plus EVA v 9.0.0.2 o v 13.0.0.2.
Ejemplo 9: Temperatura y Estudio de Estabilidad de Humedad

[000210] Un estudio de estabilidad fue conducido en sal tosilato y sal mesilato
del Compuesto 1, a través de un monitoreo de cambios en la cromatografia liquida
de alto desempeiio (HPLC) de perfiles de impureza para cada sal cuando se
exponia a varias condiciones de temperatura y/o humedad. Cada muestra fue
colocada en un recipiente cerrado y expuesta a tres ambientes controlados:
refrigerado (5 °C), 20 °C y 60 °C de humedad relativa, y 40 °C y 75 °C de humedad
relativa. Después de dos semanas, la sal tosilato cristalina se considero la forma
cristalina mas estable del Compuesto 1. El estudio de estabilidad de la sal tosilato

cristalina fue continuado.

[000211] Muestras se analizaron por medio del siguiente método de perfil de
impurezas HPLC de fase reversa en puntos de tiempo 0, 1, 2, 4 semanas (Tabla
7) y 3 meses (Tabla 8) para la sal tosilato; y 0, 1 y 2 semanas para la sal mesilato

(Tabla 9).

[000212] Analisis HPLC de fase reversa fueron realizados usando una columna
SYMMETRY SHIELD RP18 (4.6 x 250 mm, tamafno de particula 5 pm), aunque
con un andlisis de columna similar o equivalente se esperaria obtener resultados
similares. Los componente de fase movil fueron 0.01 M de acetato de amonio en
agua a 3.3 pH (A) y acetonitrilo (B). La composicién de fase movil fue un
gradiente que incremento desde 6% a 15 % B en cinco minutos, mantenido en

15% B por 15 minutos, incremento desde 15% a 60% B en 10 minutos, luego
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desde 60% a 90% B en dos minutos, y después el sistema fue re equilibrado a 6%

B por cuatro minutos.

La tasa de flujo fue 1.0 mL/minuto, y el volumen de inyeccién fue 10.0 yL. La

temperatura de columna a 30 °C. La deteccién por luz ultravioleta (UV) a 280 nm.

El tiempo de retencion para el Compuesto 1 fue aproximadamente 15.7 minutos.
La soluciéon de muestra fue preparada en fase moévil A a una concentracion final de

2.0 mg/mL.
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Tabla 7
el fiempo ” = 052 | 077 1093 | 1.19| 126 | 1.77 (%)
P fmeurezas | o) | on) | o [0 | 0 | 08
Inicial 1.60 006 | ND | ND |0.24! 1.2 | 010| 984
1 Semana ' 3
5 °C 1.51 | 009 | ND | ND |0.21 1.1 {.11 98.5
20 °C & 60% RH* 1.63 009 ND | ND |0.21 1.2 0.12 98.3
40 °C & 75% RH 1.80 009 ] 005 | ND |021]| t3 0.14 98.2
2 Semanas |
5 °C : 1.62 008 | ND | 0.08 |0.24] 1.1 0.12 98.4
20 °C & 60% RH 1.66 008 | ND | 008 |025] 1.1 0.15 98.4
40 °C & 75% RH 1.68 008 | ND |009}025| 1.1 0.16 98.3
4 Semanas
5°C .61 0.09 | 0.08 | 007 |0.23| 1.0 0.14 08.3.
20 °C & 60% RH 184 10.10] 010 012|024} 1.1 018 | 982
40 °C & 75% RH 1.96 6.16 | 0.17 | 013 |0.26] 1.1 0.20 98.1
*RH denota humedad relativa
**Total impurezas incluidas todas las impurezas en un grupo especifico
***RRT 1.26 denota beta-epimero
Tabla 8
20°C & 60% RH* 40°C & 75% RH
Punto en, |Beta-epimerd “4-keto M-2 Total Beta- 4-Ceto M-2 Total
el Tiempo | RRT=1.26 | Compuesto impureza 'Impureza” epimero | Compuesto | |mpureza | Impureza
RRT=1.57 | RRT=0.84 RRT=1.26 | RRT=1.57 | RRT=0.84
mes 0 1.76% 0.05% . 212% 1.76% 0.05% - 2.12%
mes 3 1.74% 0.10% 0.18% 2.86% 1.66% | 0.14% | 031% 3.12%

*RH denota humedad relativa

**Total impurezas incluidas todas las impurezas en un grupo especifico
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Tabla 9
P‘unt;] en Total RRT | RRT | RRT | RRT | RRT | RRT Compuesto 1
el Tiempo Impurezas | 0.52 | 0.77 1 093 | 1.19 | 1.26 | 1.77 (%)
(%) (6 | (%) | (%) | () | (%) | (%)
Initial 1.70 ND { ND | ND |]020] 1.5 | ND 98.3
1 semarna
5 °C 1.85 ND | ND | ND | 017 1.6 { 0.08 | 98,2

20 °C & 60% RH*| 2.06 ND | ND | ND | 0.17] 1.8 | 0.09 98.0
40°C & 75%RH | 297 0.07 | 005 | ND | 0.16 | 2.6 | 0.09 97.1
2 semanas
5¢C 1.65 ND | ND | 0.06 { 0.20| 13 | 0.09 98.3
20 °C & 60% RH 1.87 ND | ND | 0.06 | 0.20 | 0.11 | 0.11 98.1
40 °C & 75% RH - 3.38 0.05 | 007 | 0.06 | 0.19 | G.11 | 0.11 96.6

[000213] Los datos anteriores muestran que la sal tosilato del Compuesto 1 es
estable cuando esta almacenada refrigerada y/o condiciones de 20 °C & 60 % RH
por al menos cuatro semanas. La sal tosilato del Compuesto 1 es estable a
temperatura en un rango desde 0 °C — 70 °C, o en un rango de 5 °C — 50 °C, o en

un rango desde 20 °C — 30 °C.

Ejemplo 10: Estudio de Fotoestabilidad

[000214] Un estudio de fotoestabilidad se llevo a cabo en la sal tosilato del
Compuesto 1. Dos muestras fueron preparadas en placas de Petri de vidrio
transparente. Una muestra fue envuelta en papel aluminio para servir como
muestra de control. Ambas muestras fueron ubicadas en el ES 2000
Environmental Light 10 Chamber y expuestas a 12 kilolux de luz fresca
fluorescente blanca por un total de 47 horas. Las muestras fueron entonces
analizadas por el método de perfil de impureza HPLC, y los resultados se resumen

en la Tabla 10.
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Tabla 10

Muestra| RRT | RRT | RRT | RRT | RRT | RRT | RRT | RRT Compuesto 1
052 [00.64| 077 | 0.83 | 093 | 119 | 126 | 1.77 | (%)

(%) | (&) | (B) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%0)
|Control | 0.06 | ND | 0.08 | ND | 0.12 | 0.26 | 1.2 | 0.16 | 982
Expuesto | 0.06 | ND | 009 | ND | 0.13 | 026 | 1.1 | 0.16 98.2

Equivalentes

Aquellos con habilidades en el estado de la técnica reconoceran, o estaran
en capacidad de determinar usando una o mas experimentaciones de rutina,
muchas equivalencias para las representaciones y métodos especificos descritos
aqui. Tales equivalencias pretenden ser abarcadas por el alcance de las

siguientes reivindicaciones.

Todas las patentes, aplicaciones de patentes, referencias literarias citadas

aqui estan por este medio expresamente incorporadas por referencias.
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REIVINDICACIONES

1. Una forma cristalina del Compuesto 1:

3. Una forma cristalina de la sal de la reivindicacion 2.

4. Un polimorfo de la forma cristalina de la reivindicacion 3, caracterizado por un
patrén de difraccion de polvo de rayos X sustancialmente similar a aquel

establecido en la FIGURA 8.

5. El polimorfo de la reivindicacié_n 4, caracterizado por un patron de difraccion de

polvo de rayos X que incluye picos a aproximadamente 8.06, 13.02, y 18.83

226 usando radiacién Cu Ka.
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6. El polimorfo de la reivindicacion 4, caracterizado por un patrén de difraccion de

polvo de rayos X que incluye picos a aproximadamente 8.06, 11.41, 13.02,

18.83, 20.54, y 24.53 °26 usando radiacién Cu Ka.

7. El polimorfo de la reivindicacion 4, caracterizado por un patron de difraccion de

polvo de rayos X que incluye picos a aproximadamente 5.60, 8.06, 8.57,

11.41, 13.02, 15.58, 18.83, 20.54 y 24.53 °20 usando radiacién Cu Ka.

S

El polimorfo de la reivindicacion 4 por cristalizacion de la sal tosilato del

Compuesto 1:

de isopropanol.

9. Un método de preparacion de una sal tosilato cristalina estable del Compuesto

Donde el método incluye:

disolver una base libre del Compuesto 1 en un primer solvente o
combinacién de solventes para formar una primera solucion;
disolver acido p-toluensulfénico en un segundo solvente o combinacion

de solventes para formar una segunda solucioén;
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combinar dichas prima y segunda soluciones para formar una tercera

solucién.

10.El método de la reivindicacion 9, donde el primer solvente o combinacién de
solventes y el segundo solvente o combinacion de solventes son iguales o

diferentes.

11.El método de la reivindicacién 9, donde la primera combinacion de solventes y
la segunda combinacién de solventes son cada una de manera independiente

una combinacién de solventes alcohdlicos.

12.El método de la reivindicacion 11, donde cada combinacién de solventes es de

manera independiente una combinacién de dos solventes alcohdlicos.

13.El método de la reivindicacion 12, donde los dos solventes alcohdlicos son

etanol e isopropanol.

14.El método de la reivindicacion 13, donde el etanol e isopropanol estan a una

relacion volumen a volumen de 2 a 1.

15.El método de la reivindicacion 9, donde cada combinacién de solventes

comprende un solvente alcohdlico y un anti-solvente.
16. El método de la reivindicacion 15, donde el solvente alcohdlico es metanol.

17.El método de la reivindicacion 15, donde el anti-solvente es seleccionado de

una cetona, un éter y un ester.

18.El método de la reivindicacién 17, donde el éter es metil-t-butil éter.

\

<O



COLO 17905 841 002 0
WPC 17905/ 1D 184030

WO 2009/143509 85 PTC/US2009/045143 \ é \

19.El método de la reivindicacion 9, donde cada combinacién de solventes

comprende metanol y metil-t-butil éter.

20.El método de la reivindicacion 19, donde el metanol y metil-t-butil éter estan en

una relacion volumen a volumen de 1 a 1.2.

21.El método de la reivindicacién 9, donde el acido p-toluensulfénico se provee
en una cantidad de desde 25 a 75 wt % relativo a la cantidad de dicho

Compuesto 1.

22.El método de la reivindicacién 9, donde el acido p-toluensulfénico se provee

en una forma de un acido p-toluensulfénico monohidrato.

23.El método de la reivindicacién 9, ademas comprendiendo la adiciéon de una sal
tosilato polimorfa de forma 1 del Compuesto 1 a dicha tercera solucioén para

formar una cuarta solucion.

24 El método de la reivindicacion 23, donde la cuarta solucion forma una

sustancia acuosa al agitarse.

25.El método de la reivindicacion 24, ademas comprendiendo el secado de la

sustancia acuosa.

26.Un polimorfo de sal tosilato del Compuesto 1:

Obtenido de acuerdo con el método de la reivindicacién 9.
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27.Una composicion farmacéutica que comprende una sal cristalina de la
reivindicacion 3 y un diluente, excipiente o portador farmaceuticamente

aceptable.

28.Una composicion farmacéutica que comprende el polimorfo de la
reivindicacion 4 y un diluente, excipiente o portador farmacéuticamente

aceptable.

29.La composicién farmacéutica de la reivindicacién 28 donde dicho polimorfo

esté en una forma pura.
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means being obvious to a person skilled in the art
“P  document published prior to the international filing date but later than  «g»  gocument member of the same patent family
the priority date claimed :

Date of the actual completion of the international search

27 August 2009 (27.08.2009)

Date of mailing of the international search report

04 SEP 2003

Name and mailing address of the ISA/US

Mail Stop PCT, Atin: ISA/US, Commissioner for Patents
P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450
Facsimile No.

571-273-3201

Authorized officer:
Lee W. Young

PCT Helpdesk: 571-272-4300
PCY OSP: 571-272-7774

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)
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(21) N° de solicitud: (51) Int C: AO1N 037/018
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) PARATEK PHARMACEUTICALS, INC.
(30) Prioridad  (31)  Prioridad  (32) Fecha (33) Pais
611128,712 23/05/2008 us
(72) Inventor(es) RAYMOND CVETOVICH
TADEUSZ WARCHOL
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  23/12/2010 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 26/11/2009
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 26/05/2008 N° publicacion; WO 2009/143509 A1

No. de solicitud PCT/US2009/045143

(54) Titulo: ~ SALES Y POLIMORFOS DE UN COMPUESTO DE TETRACICLINA

Reivindicacion(es): 8. El polimorfo de la reivindicacién 4 por cristalizacion
. de la sal tosilato del Compuesto 1:

1. Una forma cristalina del Compuesto 1:

de isopropanol.

9. Un método de preparaciéon de una sal tosilato
cristalina estable del Compuesto 1:

3. Una forma cristalina de la sal de la reivindicacién 2.

Donde el método incluye:
4, Un polimorfo de la forma cristalna de Ila disolver una base libre del Compuesto 1 en un primer
reivindicacion 3, caracterizado por un patron de difraccién de solvente 0 combinacién de solventes para formar una
polvo de rayos X sustancialmente similar a aquel establecido primera solucion;
en la FIGURA 8. disolver 4cido p-toluensulfénico en un segundo solvente
o combinacién de solventes para formar una segunda

5. El polimorfo de la reivindicacién 4, caracterizado por solucién;
un patrén de difraccién de polvo de rayos X que incluye picos combinar dichas prima y segunda soluciones para
a aproximadamente 8.06, 13.02, y 18.83 21 usando radiacion formar una tercera solucion.
Cu Ka.
6. E! polimorfo de la reivindicacién 4, caracterizado por . ;
un patrén de difraccién de polvo de rayos X que incluye picos ; 1“‘
a aproximadamente 8.06, 11.41, 13.02, 18.83, 20.54, y 24.53 .
20 usando radiacién Cu Ka. o0

§'z‘ 300- ;;
7. El polimorfo de la reivindicacién 4, caracterizado por " o g -
un patrén de difraccién de polvo de rayos X que incluye picos l 1§
a aproximadamente 5.60, 8.06, 8.57, 11.41, 13.02, 15.58, ‘°°Z\\J‘J ~

18.83, 20.54 y 24.53 °20 usando radiacién Cu Ka. o
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Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderado(a) y/o Representante de
PARATEK PHARMACEUTICALS, INC

REFERENCIA Radicaciéon No. 10 160851
Solicitud internacional PCT/US2009/045143
Fecha inicio fase nacional 23/12/2011

Tramite "
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. E 0 2 2 3 2:

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de ia Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperaciéon en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articutos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberé presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la materia de la cual trata la solicitud, ya
que el titulo relacionado no se encuentra con la precision necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Gnica 5.2.9)

3. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indigue el numero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogot4 D.C. - Colombia
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal €), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

-

g

JOSE LUIS SALAZAR
Director de Nuevas Creaciones (E)

,‘
El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha ! 1 F EB zmh

adpaii

Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion : Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



