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This application claims the benefit of the U.S. Provisional Application
Serial No. 60/312,353, filed August 15, 2001, which is incorporated herein by
reference in its entirety.

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to crystals, and compositions thereof,
wherein the crystals include a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihydro-2-0x0-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-
3-carboxamide. The present invention also relates to methods of preparing such
crystals,

BACKGROUND

PKs are enzymes that catalyze the phosphorylation of hydroxy groups on
tyrosine, serine, and threonine residues of proteins. The consequences of this
seemingly simple activity are staggering: cell growth, differentiation, and
proliferation, i.c., virtually all aspects of cell life in one way or another, depend
on PK activity. Furthermore, abnormal PK activity has been related to a host of
disorders, ranging from relatively non-life threatening diseases such as psoriasis
to extremely virulent diseases such as glioblastoma (brain cancer). The PKs can
be conveniently broken down into two classes, the protein tyrosine kinases
(PTKs) and the serine-threonine kinases (STKs).

One of the prime aspects of PTK activity is their involvement with .
growth factor receptors. Growth factor receptors are cell-surface proteins. When
bound by a growth factor ligand, growth factor receptors are converted to an

PCT/US02/25649
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active form, which interacts with proteins on the inner surface of a cell
membrane. This leads to phosphorylation on tyrosine residues of the receptor
and other proteins and to the formation inside the cell of complexes with a
variety of cytoplasmic signaling molecules that, in turn, effect numerous cellular
responses such as cell division (proliferation), cell differentiation, cell growth,
expression of metabolic effects to the extracellular microenvironment, etc.

Smal! molecules that act as PX inhibitors have been identified and
include, for example, 3-pyrrole substituted 2-indolinone compounds as disclosed
in PCT International Publication No. WO 01/60814 (Tang et al.). 3-Pyrrole
substituted 2-indolinone compounds include, for example, N-[2-
(diethylamino)ethyl)-3-[(S-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl})-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide as disclosed in PCT
International Publication No. WO 01/60814 (Tang et al.). However, the
disclosure is silent as to the preparation of and the nature of specific crystal
forms of salts of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-flocro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-

indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide. There exists a

need for crystalline forms of snch materials that have superior chemical and/or
physical properties that are useful in drug delivery applications.

SUMMARY OF THE INVENTION
In one aspect, the present invention provides a crystal including a malic
acid salt of a compound having the structure:
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The compound with the above structure is also known as N-[2-
(diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pymrole-3-carboxamide. The malic acid salt
may be a salt of D-malic acid; D L-malic acid; L-malic acid; or combinations
thereof. Preferably, the malic acid salt is a salt of L-malic acid. Preferably, the
crystal is anhydrous. Preferably, the crystal has characteristic diffraction peaks
at about 13.2 and 24.2 degrees two-theta, and more preferably at about 13.2,
19.4, 24.2, and 25.5 degrees two-theta, and most preferably as listed in Table 1
for Crystal Form J, in a powder X-ray diffraction pattern, Preferably, the crystal
includes at most about 2% by weight water, more preferably at most about 0.5%
by weight water, and most preferably at most about 0.2% by weight water.
Preferably, the crystal has a melting point of at least about 190°C, and more
preferably at least about 195°C. Compositions including the crystals described
berein are also provided. Preferably, the compositions include a therapeutically
effective amount of the crystals. Optionally, the compositions include an

excipient, preferably a pharmaceutically acceptable excipient.

In another aspect, the present inveation provides a crystal including a
malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-
indol-3-ylidene)methyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide, whercin the
crystal has characteristic diffraction peaks at about 3.0 and 27.7 degrees two-
theta, more preferably at about 3.0, 12.1, 14.5, and 27.7 degrees two-theta, and
most preferably as listed in Table 1 for Crystal Form 11, in a powder X-ray
diffraction pettern. Typically, the crystal absorbs at least about 5% by weight
water upon exposure to 80% relative humidity and has a melting point of at most
about 185°C. Compositions including the crystals described herein are also
provided. Preferably, the compositions include a therapeutically effective
amount of the crystals. Optionally, the compositions include an excipient,
preferably a pharmaceutically acceptable excipient.

In another aspect, the present invention provides methods of preparing an
anhydrous crystal incloding a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-
3-carboxamide (e.g., Crystal Form I). In one embodiment, the method includes:

PCT/US02/25649
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combining malic acid; N-[2-(diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluaro-1,2-dihydro-2-
oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide; and a
solvent; and inducing the salt to crystallize under crystallization conditions (e.g.,
Crystal Form I crystallization conditions) including one or more factors
including: a difference between the initial and final teroperatures of the
crystallization solution of at most about 100°C; a rate of cooling of at most about
S0°C per hour; no seeding; a supcrsaturetion ratio of at most about 10; no
precipitant; and/or combinations thereof. Preferably, the malic acid is L-malic
acid. Preferably, the solvent includes one or mare solvents including, for
example, acetonitrile, methanol, ethanol, isopropanol, toluene, n-butanol,
tetrahydroforan, N,N-dimethylformamide, acetone, water, and combinations
thereof.

In another embodiment, the method of preparing an anhydrous crystal
including a malic acid salt of N-[2{diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-

_ carboxamide (e.g., Crystal Form I) includes: contacting a crystal including a

malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-
indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl- 1H-pyrrole-3-carboxamide with a solvent
in which the contacting crystal has substantial solubility, wherein the contacting
crystal (e.g., Crystal Form H) has characteristic diffraction peaks at about 3.0
and 27.7 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction pattern. Preferably, the
solvent includes ane or more solvents including, for example, acetonitrile,
ethanol, methanol, and combinations thereof. Preferably, contacting the crystal
with the solvent forms a shury, and the slurry is preferably stirred and/or heated.
Optionally, the anhydrous crystal may be removed from the slarry.

In another aspect, the present invention provides a method of preparing a
crystal including a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihydro-2-ox0-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl- 1 H-pyrrole-3-
carboxemide (¢.g., Crystal Form II). The method includes: combining malic
acid; N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-axo-3H-indol-3-
ylidene)methyl])-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide; and a solvent; and
inducing the salt to crystallize under crystallization conditions (e.g., Crystal

PCT/US02/25649
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Form XX crystallization conditions) including one or more factors including: a
difference between the initial and final temperatures of the crystallization
solution of at least about 25°C; a rate of cooling of at least about 25°C per hour;
seeding; a supersaturation ratio of at least about 2; presence of a precipitant;
and/or combinations thereof. Preferably, the malic acid is L-malic acid.
Preferably, the solvent includes one or more solvents including, for example,
methanol, water, tetrahydroforan/water mixtores, and combinations thereof.
Preferably, the crystal hag characteristic diffraction peaks at about 3.0 and 27.7
degrees two-theta in a powder X-ray diffraction patiern.

The anhydrous Crystal Form 1 is advantageous over Crystal Form II for
many applications because the properties that Crystal Form I offers preferably
include, for example, greatar thermodynamic stability, higher crystallinity, and
lower hygroscopicity than the respective properties of Crystal Form 1I.

Numerous factors effect crystallization conditions, and they are well
known to one of skill in the art. Such factors include, for example: the

. concentration of the salt in the crystailization solution; the difference, if any,

between the initial and final temperatures of the crystallization solution; the rate
of coaling, if any; the solvent vaporization raté, if any; seeding; supersaturation
ratio; and presence of a precipitant. With guidance from the disclosure provided
herein, one of skill in the art, without undue experimentation, may select and/or
adjust one or more appropriate factors to arrive at crystallization conditions to
provide Crystal Form I and/or Crystal Form IL

Definitions

As used herein, "supersaturation ratio” refers to the ratio of the
concentration of the material in solution to the concentration of the material in a
saturated solution at the crystallization temperature.

As used herein, "seeding” refers to the technique of adding a "seed”
crystal to the crystallization solution to promote the formation of crystals.
Preferably, the composition of the seed crystal is the same as the composition of
the crystals being formed.

As used herein, "precipitant” means a substance that tends to induce
crystallization when added to a crystallization solution. Useful precipitants
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include, for example, non-solvents for the salt and solutions including excess
counterions. As used herein, a non-golvent is a solvent in which the salt
preferably has a solubility of at most about 19 by weight, more preferably at
most about 0.1% by weight, and most preferably at most about 0.01% by weight.

As used herein, "anhydrous crystal" means a crystal in which water is not
specifically bound. Anhydrous crystals preferably do not include substantial
amounts of water. The water content can be determined by metbods known in
the art including, for axample, Karl Fischer titrations. Preferably an anhydrous
crystal includes at most about 2% by weight water, more preferably at most
about 0.5% by weight water, and most preferably at most about 0.2% by weight
water.

As used herein, "crystalline™ means a material that has an ordered, long
range molecular structure. The degree of crystallinity of a erystal form can be
determined by many techniques including, for example, powder X-ray
diffraction, moisture sorption, differential scanning calorimetry, solution

calorimetry, and dissolution properties.

As used herein, "more crystalline” means that a material has a higher
degree of crystallinity than the material to which it is being compared. Materials
with higher degrees of crystallinity generally have highly ordered, long range
molecular structure with fewe.r defects in the crystal structure than materials with
lower degrees of crystallinity. The higher degree of crystallinity can be assessed
relative to the other form by techniques including, for example, sharper
reflections in the powder X-ray diffraction pattemn, lower moisture sorption for
similar sized particles at & specified relative humidity, lower heat of solution,
higher heat of fusion, slower dissolution rate, and combinations thereof.

As used herein, "less crystalline” means that a material has n lower
degree of crystallinity than the material to which it is being compared. Materials
with lower degrees of crystallinity generally have less long range order and more
defects in the crystal stracture than materials with higher degrees of crystallinity.
The lower degree of crystallinity can be assessed relative to the other form by
techniques including, for example, broader and/or fewer reflections in the
powder X-ray diffraction pattern, higher moisture sorption for similar sized
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particles at a specified relative humidity, higher heat of solution, Jower heat of
fusion, faster dissolution rate, and combinations thereof.

As referred to in the present application, "stable" in bulk drug stebility
tests means that at least about 97% by weight, preferably at least about 98% by
weight, and more preferably at least about 99% by weight of the bulk drug
remains unchanped after storage under the indicated conditions for the indicated
time.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1 is an illustration of the powder X-ray diffraction (PXRD) data
for Crystal Form I of the L-malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-
3-carboxamide. The pattern is distinct from other crystal forms of the salt and
the free base, and is more crystalline than Crystal Form I (e.g., Figure 2).

Figure 2 is an illustration of the powder X-ray diffraction (PXRD) data

, for Crystal Form I of the L-malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl}-5-[(5-

fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2 4-dimethyl- 1H-pyrrole-
3-carboxamide. The pattern is distinct from other crystal forms of the salt and
the free base, and is less crystalline than Crystal Form I as evidenced by the
broader reflections in the powder X-ray diffraction pattern (e.g., Figure 1).

Figure 3 is an illustration of dynamic moisture sorption gravimietry
(DMSG) sorption isotherm for Moisture sorption profiles for Crystal Form 1 &
Crystal Form II of the L-malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihydro-2-ox0-3H-indol}-3-ylidene)methyl]-2 4-dimethyl- 1H-pyrrole-
3-carboxamide. The more crystalline polymorph, Crystal Form 1 is of low
hygroscopicity, absorbing less than 0.5% water across the 0-90% relative
humidity range. The less crystalline polymorph, Crystal Form II, is very
hygroscopic, absorbing over 15% water over the 0-90% relative humidity range.

Figure 4 is an illustration of differential scanning calorimetry (DSC) data
showing DSC profiles for Crystal Form 1 & Crystal Form 11 of the L-malic acid
salt of N-{2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide. Exothermic
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trangitions are indicated in the up direction. Crystal Form I melts at a higher
temperature (about 196°C) with a higher melt enthatpy (about 141 J/g) than
Crystal Form II, which melts at about 181°C with a melt enthalpy of about 105
J/g. This suggests the two crystal forms are monotropic, although degradation
occurs after the crystals melt, Monotropism is confirmed by the conversion of
Crystal Form II to Crystal Form I in a room temperature slury as described
herein.

DETAILED DESCRIPTION OF PREFERRED EMBODIMENTS
N-[2-(diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide is & 3-pymole
substituted 2-indolinone compound having the following structure:

N-[2-(diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidenc)methyl]-2,4-dimethyl- 1H-pyrrole-3-carboxamide can be prepared as the
free base by standard synthetic procedures including, for example, those
disclosed in PCT International Publication No. WO 01/60814 (Tang et al,).
Although the free base may be crystallized as small particles, it is desirable in
large scale operations, for example, to have larger particle size crystals for ease
in filtraticn. To this end, the preparation of salts of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-0x0-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrole-3-cerboxamide was undertaken for eveluation of the resulting properties
related to the processing of the salt and the preparation of orat pharmaceutical
compositions therefrom.
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Crystalline forms of N-[2-(dicthylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-
2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide
including the free base and salts thereof (e.g., cyclamic acid, meleic acid,
hydrobromic acid, mandelic acid, tartaric acid, fomaric acid, ascorbic acid,
phosphoric acid, hydrachloric acid, p-toluenesulfonic acid, cirtric acid, and malic
acid salts) were screened for properties related to the processing of the salt and
the preparation of oral pharmacentical compositions therefrom, including, for
example, crystallinity (e.g., crystalline or amorphous, degree of crystallinity,
anhydrous or hydrated crystals), taxicity, hygroscopicity, stability, and
morphology. Based on the above screening, a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dibydro-2-0xo-3H-indo}-3-
ylidene)methyl])-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide was determined to
provide the best balance of desired properties. Upon further study, it was found
that a malic acid salt of N-[Z-(dieﬂlyllmino)ethyl]-s-'[(s-ﬂuoro-1.2-dihydro-2—
oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide
crystallized in multiple crystal forms.

The present invention provides methods for preparing crystal forms
including a malic acid salt of N-[2-{(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihydro-2-oxo0-3H-indol-3-ylidene)methyl}-2 4-dimethyl-1H-pyrrole-3-
carboxamide, and the identification of those crystal forms. The preparation of
anhydrous crystals including a malic acid salt is described herein. The

- aphydrous Crystal Form I has superior properties for many applications.

CRYSTAL FORM I

In one embodiment, a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indel-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-
3-carboxamide has been prepared as anhydrous crystals (e.g., Crystal Form I).
The anhydrous Crystal Form I is thermodynamically more stable than other
crystal forms (e.g-, Crystal Form II). In one method, Crystal Form I can be
prepered, for example, by inducing crystallization of a malic acid salt under
Crystal Form I crystallization conditions from a supersaturated solution,

As used herein, "Crystal Form I crystallization conditions" refer to
crystallization conditions that provide the thermodynamic crystal form (e.g.,
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Crystal Form I). Such conditions are commonly called "slow" crystallization
conditions. One of skill in the art may select one or more factors including, for
example: a difference between the initial and final temperatures of the
crystallization solution of preferably at most about 100°C, more preferably at
most about 50°C, even more preferably at most about 25°C, and most preferably
about 0°C; a cooling rate of preferably at most about 50°C per hour, more
preferably at most about 20°C per hour, even more preferably at most about 2°C
per hour, and most preferably about 0°C per hour, no seeding; a supersaturation
ratio of preferably at most about 10, more preferably at most about 5, and most
preferably at most about 1.5; no precipitant; and/or combinations thereof to
provide for Crystal Form I crystallization conditions.

Useful solvents for preparing the crystallization solution include, for
example, acetonitrile, methanol, ethanol, isopropanol, toluene, n-butanol,
tetrahydrofuran, N,N-dimethylformamide, acetone, water, and combinations
thereof.

In another method, Crystal Form I can be prepared, for example, by

providing a slurry of Crystal Form I in solvents in which Crystal Form II has

substantial solubility. As used herein, "substantial solubility” means that a
crystal is preferably soluble in the solvent in concentrations of at least about
0.1% by weight, more preferably at least about 1% by weight, and most
preferably at least about 10% by weight, at about room temperature (e.g., about
15°C to about 30°C). Optionally, the crystal can be dissolved in the solvent at
the indicated concentration at room temperature,

Such solvents include, for example, acetonitrile, ethanol, methanol, and
combinations thereof.
CRYSTAL FORM I

In another embodiment, a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2, 4-dimethyl-1H-
pyrrale-3-carboxamide has been prepared in another crystalline form (e.g.,
Crystal Form II). Crystal Form II is useful, for example, as an intermediate in
the prepmtiqn of the anhydrous Crystal Form I.

10
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Crystal Form II can be prepered, for example, by inducing a malic acid
salt to crystallize under Crystal Form Il crystallization conditions from a
supersaturated solution.

As used herein, "Crystal Form I crystallization conditions” refer to
crystallization conditions that provide a crystal form other than the
thermodynamic form. Such conditions are commonly called "rapid”
crystallization conditions. One of gkill in the art may select one or more factors
including, for example: a difference between the initial and final temperatures of
the crystallization solution of preferably at least about 25°C, more preferably at
least about 50°C, and most preferably at least about 100°C; a rate of cooling of
preferably at least about 25°C per hour, more preferably at least about 100°C per
hour, and most preferably at least about 300°C per hour; seeding; a
supersaturation ratio of preferably at least about 2, more preferably at least about
5, and most preferably at least about 10; presence of a precipitant; and/or
combinations thereof to provide for Crysial Form II crystallization conditions.

Useful solvents for the crystallization solution include, for example,

methanol, water, tetrahydrofuran/water mixtures, and combinations thereof.

POWDER X-RAY DIFFRACTION (PXRD) '

Crystalline organic compounds consist of a large number of atoms that
are arranged in a periodic armay in three-dimensional space. The structural
periodicity normally manifests distinct physical properties, such as sharp,
explicit spectral features by most spectroscopic probes (e.g., X-ray diffraction,
infrared and solid state NMR). X-ray diffraction (XRD) is acknowledged to be
one of the most sensitive methods to determine the crystallinity of solids.
Crystals yield explicit diffraction maxima that arise at specific angles consistent
with the Jattice interplenar spacings, as predicted by Bragg's law. On the
contrary, amorphous materials do not possess long-range order. They often
retain additional volume between molecules, as in the liquid state. Amorphous
solids normally unveil a featureless XRD pattern with broad, diffuse halos
because of the absence of the long range order of repeating crystal lattice.

Powder X-ray diffraction has been reportedly been used to characterize
different crystal forms of organic compounds (e-g., compounds useful in
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pbarmacentical compositions). See, for example, U.S. Pat. Nos. 5,504,216
(Holoban et al), 5,721,359 (Dunn et al.), 5,910,588 (Wangnick et al.), 6,066,647
(Douglas et al.), 6,225,474 (Matsumoto et al.), 6,239,141 (Allen et al.),
6,251,355 (Murata et &l.), 6,288,057 (Harkness), 6,316,672 (Stowell et al.),
6,329,364 (Grolean), and U.S. Pat. Application Publication Nos. 2001/0003752
(Talley et al.), 2002/0038021 (Barton et al.), and 2002/0045746 (Barton et al.).

Crystalline materials are preferred in many pharmaceutical applications.
Crystalline forms are generally thermodynamically more stable than amorphous
forms of the same substance. This thermodynamic stability is preferably
reflected in the lower salubility and improved physical stability of the crystalline
form. The regular packing of the molecules in the crystalline solid preferably
denies the incorporation of chemical impurities. Hence crystalline materials
gencnally possess higher chemical purity than their amorphous counterparts. The
packing in the crystalline solid generally constrains the molecules to well
defined lattice positions and reduces the molecular mobility that is the
prerequisite for chemical reactions. Hence, crystalline golids, with very few
notable exceptions, are chemically more stable than amorphous solids of the
same molecular composition. Preferably, the trystalline forms of malic acid
salts N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-flucro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide disclosed in the
present application possess one or more of the advantageous chemical and/or
phbyzical properties disclosed herein.

The crystalline forma of malic acid salts of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-ox0-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrole-3-carboxamide disclosed in the present application preferably have
distinct powder X-ray diffraction profiles. For example, the anhydrous crystals
including a malic acid salt of the N-[2-(diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-
dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidenc)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-
carboxamide can preferably be distinguished from the other crystal form
including a malic acid salt disclosed herein by the presence of characteristic
diffraction peaks. Characteristic diffraction peaks as used herein are peaks
selected from the most intense peaks of the observed diffraction pattern.

12
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Preferably, the characteristic peaks are selected from about 20 of the most
intense peaks, more preferably from about 10 of the most intense peaks, and
most preferably from about 5 of the most intense peaks in the diffraction pattern.

Figures 1 and 2 show the powder X-ray diffaction patterns for Crystal
Forms I and II, respectively, of the L-malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide. Table 1 contains the
listing of the most intense peaks from each PXRD pattern between 2 and 35
degrees two theta. The free base, Crystal Form I, and Crystal Form II are all
easily distinguished by their unique PXRD patterns.

Preferably an anhydrous crystal including a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyi}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide (e.g., Crystal Form I)
has characteristic diffraction peaks at about 13.2 and 24.2 degrees two-theta,
more preferably at about 13.2, 19.4, 24.2, and 25.5 degrees two-theta, and most

. preferably has the characteristic diffraction peaks as listed in Table 1 for Crystal

Form L

Preferably, Crystal Form II of a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide has characteristic
diffraction peaks at about 3.0 and 27.7 degrees two-theta, more preferably at
about 3.0, 12.1, 14.5, and 27.7 degrees two-theta, and most preferably has the
characteristic diffraction peaks as listed in Table 1 for Crystal Form IL

13
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TABLE 1: Powder X-Ray Diffraction Peak Table for Crystal Forms I and Il

Crystal Form I Crystal Form II
Two Theta | Relative | Two Theta | Relative
(deg.) Intensity (deg.) Intensity
11.39 7 3.02 100
11.90 7 5.93 12
13.16 82 7.61 18
1592 27 9.26 7
16.79 25 12.08 32
1718 | 24 14.54 42
19.40 76 17.54 19
20.30 20 19.46 28
21.26 31 23.36 54
21.68 28 24.71 28
6' . 2213 48 2771 80
22.91 21
24.17 100 ‘
25.46 79
26.06 - 23
26.96 26
27.56 28
3227 13
32.93 17
34.43 23

PURITY AND SOLID STATE STABILITY

5 The purity of Crystal Form I of a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl}-5-{(5-fluaro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide was evaluated by high
pressure Jiquid chromatography (HPLC). The results showed greater than about
98 area % purity with less than about 2 area % impurities detected (Table 2).

14
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A solid state stability study of Crystal Form I of the L-malic acid salt of
N-[2-(diethylamino)ethyl}-5-[(S-fluaro-1,2-dihydro-2-0x0-3H-indo]-3-
ylidene)methyl]-2 ,4~dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide was also conducted
(Table 2). Four weck data after aging at 60°C/ambient relative humidity,

5 60°C/75% relative humidity, and 80°C/ambient relative humidity showed no
significant degradation. Powder X-ray diffraction on two-week samples also

indicated no chenge in crystal form.

TABLE 2: Stability of Crystal Fdrm I based on HPLC Analysis

Condirion Purity Total Impurities
(Area %) (Area %)

Initial 99.7 1.5

2 weeks at 60°C/ambient RH* 98.2 1.1

2 weeks at 60°C/75% RH 99.6 1.2

2 weeks at 80°C/ambient RH 99.5 12

\ 4 weeks at 60°C/ambient RH 100.4 1.2

4 weeks at 60°C/75% RH 100.1 2.2

4 weeks at 80°C/ambient RH 98.0 Al
10 *relative hnmidity (RH)
MOISTURE SORPTION DATA

The moisture sorption data at 25°C for Crystal Forms I and II of the L~
malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl])-5-[(3-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-
15  indol-3-ylidene)methyi]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide are shown in
Figure 3. The more crystalline polymorph, Crystal Form I is of low
hygroscopicity, absorbing less than 0.5% water across the 0-90% relative
humidity range. The less crystalline polymorph, Crystal Form I, is very
hygroscopic, absorbing over 15% water over the 0-90% relative humidity range.
20 THERMAL DATA
The differential scanning calorimetry data is shown in Figure 4. The
anhydrous Crystal Form I of the L-malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-
5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-
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pyrrole-3-carboxamide melts at about 196°C, while Crystal Form II melts at
about 181°C. The events observed after the initial melt suggest that there is
probably some decomposition essociated with the melting. Therefore, an
accurate heat of fusion could not be readily measured.

The TGA data for Crystal Form I (not shown) showed no significant
weight loss up to the melting point, indicating the lack of residual solvent and/or
water retained in the crystals.

ADMINISTRATION AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

Crystals of the present invention can be administered as such to a human
patient or can be administered in pharmacentical compositions in which the
foregoing crystal is mixed with suitable carriers or excipient(s). Techniques for
formulation and administration of drugs may be found in "Remington's
Pharmacological Sciences,” Mack Publishing Co., Easton, PA., latest edition.

As used herein, "administer” or "sdministration” refers to the delivery of
a crystal of the present invention or a pharmaceutical composition thereof to an

_ organism for the purpose of prevention or treatment of 2 PK-related disorder.

Suitable routes of administration may include, without limitation, oral,
rectal, transmucosal or intestinal administration or intramuscular, subcutanecus,
intramedullary, intrathecal, di_rect intraventricular, intravenous, intravitreal,
intraperitoneal, intranasal, or intracculer injections. The preferred routes of
administration are oral and parenteral.

Alternatively, one may administer the crystal of the present invention or
a pharmaceutical composition thereof in a local rather than systemic manner, for
example, via injection of the crystal of the present invention or a pharmaceutical
composition thereof directly into e solid tumor, often in a depot or sustained
release formulation.

Furthermore, one may administer the drug in a targeted drug delivery
system, for example, in a liposome coated with tomor-specific antibody. The
liposomes will be targeted to and takea up selectively by the tumor.

Pharmaceuticel compositions of the present invention may be
manut_'acmred by processes well known in the art, e.g., by means of conventional
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mixing, dissolving, granulating, dragee-making, levigating, emulsifying,
encepsulating, entrapping or Iyophilizing processes.

Pharmaceutical compositions for use in accordance with the present
invention may be formulated in conventional manner using one or more
physiologically acceptable carriers including excipients and auxiliarics that
facilitate processing of crystals of the present invention into preparations that can
be used pharmaceutically. Proper formulation is dependent upon the route of
administration chosen.

For injection, a crystal of the present invention or a pharmaceutical
composition thereof may be formulated in aqueous solutions, preferably in
physiologically compatible buffers such as Hanks' solution, Ringer’s solution, or
physiological saline buffer. For transmucosal administration, penetrants
appropriate to the barrier to be permeated are used in the formulation., Such
penetrants are generally known in the art.

For oral administration, a crystal of the present invention or a

. pharmaceutical camposition thercof can be formulated by combining a crystal of

the present invention with pharmaceutically acceptable carriers well known in
the art. Such carriers enable crystals of the présent invention to be formulated as
tablets, pills, lozenges, dragees, capsules, liquids, gels, syrups, slurries,
suspensions and the Jike, for oral ingestion by a patient. Pharmaceutical
preparations for oral nse can be made using a solid excipient, optionally grinding
the resulting mixture, and processing the mixture of granules, after adding other
suitable auxiliaries if desired, to obtain tablets or dragee cores. Useful excipients
are, in particular, fillers such as sugars, including Iactose, sucrose, mannitol, or
sorbitol, cellulose preperations such as, for example, maize starch, wheat starch,
rice starch and potato starch and other materials such as gelatin, gum tragacanth,
methyl cellulose, hydroxypropylmethyl- cellulose, sodium
carboxymethylcellulose, and/or polyvinyl- pyrrolidone (PVP). If desired,
disintegrating agents may be added, such as cross-linked polyvinyl pyrrolidone,
ager, or alginic acid. A salt such as sodium alginate may also be used.

Dragee cores are provided with suitable coatings. For this purpose,
concentrated suger solutions may be used which may optionally contain gum

17
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arabic, talc, polyvinyl pyrrolidone, carbopol gel, polyethylene glycol, and/or
titanjum dioxide, lacquer solutions, and suitable organic solvents or solvent
mixtures. Dyestuffs or pigments may be added to the tablets or dragee coatings
for identification or to characterize different combinations of active doses.

Pharmaceutical compositions that can be used orally include push-fit
capsules made of gelatin, as well as soft, sealed capsules made of gelatin and a
plasticizer, such as glycerol or sorbitol. The push-fit capsules can contain the
active ingredients in admixture with a filler such as lactose, a binder such as
starch, and/or a lubricant such as talc or magnesium stearats and, optionally,
stabilizers. In soft capsules, crystals of the present invention may be dissolved
or suspended in suitable liquids, such as fatty oils, liquid paraffin, or liquid
polyethylene glycols. Stabilizers may be added in these formulations, also,

The capsules may be packaged into brown glass or plastic bottles to
protect crystals of the present invention or pharmaceutical compositions thereof
from light. The containers containing the active capsule formulation must be
stored at controlled room temperature (e.g., about 15°C to about 30°C).

For administration by inhalation, a crystal of the present invention or a
pharmaceutical composition thereof is conveniently delivered in the form of an
aerogol spray using a pressurized pack or a nebulizer and a suitsble propellant,
e.g., without limitation, dichlorodifluoromethans, trichlorofluoromethene,
dichlorotetrafluoroethane or carbon dioxide. In the case of a pressurized aerosol,
the dosage unit may be controlled by providing a valve to deliver a metered
amount. Capsules and cartridges of, for example, gelatin for use in an inhaler or
insufflator may be formulated containing a powder mix of a crystal of the
present invention or a phanmaceutical composition thereof, and a suitable
powder base such as lactose or starch.

A crystal of the present invention or a pharmaceutical composition
thereof may also be formulated for parenteral edministration, ¢.g., by bolus
injection or continuous infusion. Formulations for injection may be presented in
unit dosage form, ¢.g., in ampoules or in multi-dose containers, with an added
preservative. The compositions may take such forms as suspensions, solutions,
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or emulsions in oily or aqueous vehicles, and may contain formulating materials
such as suspending, stabilizing, and/or dispersing agents.

Pharmaceutical compositions for parenteral administration include
agueous solutions of a water soluble form of a crystal of the present invention or
pharmeceutical composition thereof. Additionatly, suspensions of crystals of the
present invention or pharmaceutical compositions thereof may be prepared in a
lipophilic vehicle. Suitable lipophilic vebicles include fatty oils such as sesame
oil, synthetic fatty acid esters such as ethyl oleate and triglycerides, or materjals
such as liposomes. Aqueous injection suspensions may coptain substances that
increase the viscosity of the suspension, such as sodium carboxymethyl
cellulose, sorbitol, or dextran. Optionally, the suspension may also contain
suitable stabilizers and/or agents that increage the solubility of the crystais of the
present invention or a pharmaceutical composition thereof to allow for the
preparation of highly concentrated solutions.

Alternatively, the active ingredient may be in powder form for

_constitution with a suitable vehicle, e.g., sterile, pyrogen-free water, before use.

A crystal of the present invention or a pharmaceutical composition
thereof may also be formulated in rectal compb;itions such as suppositories or
retention enemas, using, ¢.g., conventional suppository bases such as cocoa
butter or other glycerides.

In addition to the formulations described previously, a crystal of the
present invention or a pharmaceutical coraposition thereof may also be
formulated as depot preparations. Such long acting formulations may be
administered by implantation (for example, subcutaneously or intramuscularly)
or by intramuscular injection. A crystal of the present invention or a
pharmaceutical composition thereof may be formulated for this route of
administration with suitable polymeric or hydrophobic materials (for instance, in
an epulsion with a pharamcologically acceptable oil), with ion exchange resins,
or as a sparingly soluble derivative.

Additionally, a crystal of the present invention or a pharmaceutical
composition thereof may be delivered using a sustained-release system, such as
semipermeable matrices of solid hydrophobic polymers conteining the
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therapeutic agent. Various sustained-release materials have been established and
are well known by those skilled in the art. Sustained-release capsules may,
depending on their chemical nature, release e salt or a pharmaceutical
composition thereof for a few weeks up to over 100 days. Depending on the
chemical nature and the biological stability of the therapeutic reagent, additional
strategies for protein stabilization may be employed.

The pharmaceutical compositions hexein also may include suitable solid
or gel phase carriers or excipients. Examples of such carriers or excipients
include, but are not limited to, calcium carbonate, calcium phosphate, various
sugars, starches, cellulose derivatives, gelatin, and polymers such as
polyethylene glycols.

Pharmacentical compositions suitable for use in the present invention
include compositions wherein the active ingredients are contained in an amount
sufficient to achieve the intended purpose, e.g., the modulation of PK activity or
the treatment or prevention of a PK-related disorder,

More specifically, a therapeutically effective amount means an amount of

crystals of the present invention or pharmaceutical compositions thereof

effective to prevent, alleviate or ameliorate syfnptoms of disease or prolong the
survival of the subject being treated.

Determination of a therapentically effective amount is well within the
capability of those skilled in the art, especially in light of the detailed disclosure
provided herein.

For any crystals of the present invention or pharmaceutical compositions
thereof used in the methods of the invention, the therapeutically effective
amount or dose can be estimated initially from cell culture assays. Then, the
dosage can be formulated for use in animal models 50 as to achieve a circulating
concentration range that includes the ICx as determined in cell culture (ie., the
concentration of the crystals of the present invention or pharmaceutical
compositions thereof which achieves a half-maximal inhibition of the PK
activity). Such information can then be used to more accurately determine
vseful doses in humans.
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Toxicity and therapeutic efficacy of a crystal of the present invention or a
pharmaceutical composition thereof can be determined by standard
pharmacentical procedures in cell cultures or experimental animals, e.g., by
determining the ICsp and the LDsg (both of which are discussed elsewhere
herein) for a subject crystal of the present invention or a pharmaceutical
composition thereof. The data obtained from these cell culture assays and animal
studies can be used in formulating a range of dosage for use in humans. The
dosage may vary depending upon the dosage form employed and the route of
administration utilized. The exact formuletion, route of administration and
dosage can be chosen by the individual physician in view of the patient's
condition. (See e.g., Fingl, ef al, 1975, in "The Pharmacological Basis of
Therapeutics”, Ch. 1 p.1). .

Dosage amount and interval may be adjusted individually to provide
plasma levels of the active species that are sufficient to maintain the kinase
modnlating effects. These plasma levels are referred to as minimal effective

_concentrations (MECs). The MEC will vary for each crystal of the present

invention or 2 pharmaceutical composition thereof but can be estimated from in
vitro data, e.g., the concentration necessary to achicve 50-90% inhibition of a
kinase may be ascertained using the assays described herein. Dosages necessary
to achicve the MEC will depend on individual characteristics and route of
administration. HPLC assays or bioassays can be used to determine plasma
concentrations.

Dosage intervals cen also be determined using MEC value. A crystal of
the present invention or a pharmaceutical composition thereof should be
administered using a regimen that maintains plasma levels above the MEC for
10-90% of the time, preferably between 30-90% and most preferably between
50-90%.

In cases of local administration or selective uptake, the effective local
concentration of the drup may not be related to plasma concentration and other
procedures known in the art may be employed to determine the correct dosage
amount and interval.
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The amount of a composition administered will, of courze, be dependent
on the subject being treated, the severity of the affliction, the manner of
admipistmtion, the judgment of the prescribing physician, etc.

The compositions may, if desired, be presented in a pack or dispenser
device, such as an FDA approved kit, which may contain one or more unit
dosage forms containing the active ingredient. The pack may for example
include metal or plastic foil, such as a blister pack. The pack or dispenser device
may be accompanied by instructions for administration. The pack or dispenser
may also be accompanied by a notice associated with the container in a form
prescribed by a governmental agency regulating the manufacture, use or sale of
pharmaceuticals, which notice is reflective of approval by the agency of the form
of the compositions or of human or veterinary administration. Such notice, for
cxample, may be of the labeling approved by the U.S. Food and Drug
Administration for prescription drugs or of an approved product insert.
Compositions including a crystal of the present invention formulated in a

.compatible pharmaceutical carrier may also be prepared, placed in an

eppropriate container, and labeled for treatment of an indicated condition.
Suitable conditions indicated on the label may include treatment of a tumor,
inhibition of angiogenesis, treatment of fibrosis, diabetes, and the like.

It is also an aspect of this invention that a crystal of the present invention
or a pharmaceutical composition thereof, might be combined with other
chemotherapeutic agents for the treatment of the digeases and disorders
discussed above. For instance, a crystal of the present invention or a
pharmaceutical composi_ﬁon thereof, might be combined with alkylating agents
such as fluorouracil (5-FU) alone or in further combination with leukovorin; or
other alkylating agents such as, without limitation, other pyrimidine analogs
such as UFT, capecitabine, gemcitabine and cytarabine, the alkyl sulfonates, e.g.,
busulfan (used in the treatment of chronic granulocytic leukemis), improsulfan
and piposulfan; eziridines, ¢.g., benzodepa, carboquone, meturedepa and
uredepa; ethylencimines and methylmelamines, ¢.g., altretamine,
triethylenemelamine, triethylenephosphoramide, triethylenethiophosphoramide
and trimethylolmelamine; and the nitrogen mustards, e.g., chlorambucil (used in
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the treatment of chronic lymphocytic leukemia, primary macroglobulinemia and
non-Hodgkin’s lymphoma), cyclophosphamide (used in the treatment of
Hodgkin's disease, multiple myeloma, neuroblastoma, breast cancer, ovarian
cancer, lung cancer, Wilm's tumor and rhabdomyosarcoma), estramustine,
ifosfamide, novembrichin, prednimustine and uracil mustard (used in the
treatment of primary thrombocytosis, non-Hodgkin's lymphome, Hodgkin's
disease and ovarian cancer); and triazines, e.g., dacarbazine (used in the
treatment of soft tissne sarcoma).

A crystal of the present invention or a pharmaceutical composition
thereof, can also be used in combination with other antimetabolite
chemotherapentic agents such as, without limitation, folic acid analogs, c.g.
methotrexate (used in the treatment of acute lymphocytic leukemia,
choriocarcinoma, mycosis fungiodes breast cancer, head and neck cancer and
osteogenic sarcoma) and pteropterin; and the purine analogs such as
mercaptopurine and thiognanine which find use in the treatment of acute
granulocytic, ecute lymphocytic and chronic granunlocytic leukemias.

It is contemplated that a crystal of the present invention or a
pharmacentical composition thereof can also be used in combination with natural
product based chemotherepeutic agents such as, without limitation, the vinca
alkaloids, e.g., vinblastin (used in the treatment of breast and testicular cancer),
vincristine and vindesine; the epipodophylotoxins, e.g., etoposide and
teniposide, both of which are useful in the treatment of testicular cancer and
Kaposi’s sarcoma; the antibiotic chemotherapeutic agents, ¢.g., daunorubicin,
doxorubicin, epinubicin, mitomycin (used to treat stomach, cervix, colon, breast,
bladder and pancreatic cancer), dactinomycin, temozolomide, plicamycin,
bleomycin (used in the treatment of skin, esophagus and genitourinary tract
cancer); and the enzymatic chemotherapeutic agents such as L-aspamaginase.

In addition to the above, a crystal of the present invention or a
pharmaceutical composition thereof could also be used in combination with the
platinum coordination complexes (cisplatin, etc.); substituted ureas such as
hydroxyurea; methylhydrazine derivatives, e.g., procarbazine; adrenocortical
suppressants, &.g., mitotane, aminoglutethimide; and hormone and hormone
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antagonists such as the adrenocorticosteriods (e.g., prednisone), progestins (e.g.,
hydroxyprogesterone caproate); estrogens (e.g., diethylstilbesterol);
antiestrogens such as tamoxifen; androgens, e.g., testosterone propionate; and
aromatase inhibitors such as anastrozole.

Finally, it is also contemplated that the combination of a crystal of the
present invention or a pharmaceutical composition thereof will be effective in
combination with mitoxantrone or paclitaxel for the treatment of solid tumor
cancers or leukemias such as, without limitation, acute myelogenous (non-
lymphocytic) leukemia.

The present invention is illustrated by the following examples. It is to be
understood that the perticular examples, materials, amounts, and procedures are
to be interpreted broadly in accordance with the scope and spirit of the invention
as set forth herein.

EXAMPLES
X-ray diffraction (XRD) patterns were measured on a Scintag X2

diffractometer (Thermo ARL, Ecublens, Switzerland) equipped with a thete-

theta goniometer. Melting points were determined using & TA Instroments 2920
differential scanning celorimeter (TA Instraments, New Castle, DE) with
standard crimped pans and a heating rate of 10°C/minute. Hygroscopicity was
assessed by dynamic moisture sorption gravimetry (DMSG) using a Controlled
Atmosphere Microbalance (Pharmacia Corp., Kalamazoo, MI). All chemicals
used are available from Aldrich Chemical Co., Milwaukee, W1, unless otherwise
specified. N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-
3-ylidene)meﬂ1yl]—2,4—dimethyl-lH—pyrmle—fi—cm'boxnnﬁde was prepared as the
free base by a procedure similar to that described in Example 80 of PCT
Intemnational Publication No. WO 01/60814 (Teang et al.).
METHODS

qudcr X-Ray Diffraction (XRD). Powder X-Ray diffraction was
performed using a Scintag X2 Advanced Diffraction System operating under
Scintag DMS/NT 1.30a and Microsoft Windows NT 4.0 software. The system
uses & Copper X-Ray source maintained at 45 kV and 40 MA to provide CuK(a;
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emission of 1.5406A and a solid-state Peltier cooled detector. The beam aperture
was controlled using tube divergence and anti-scatter slits of 2 and 4 mm and
detector anti-gcatter and receiving slits of 0.5 and 0.2 mm width. Data was
collected from 2 to 35° two-theta using a step scan of (.03°/point with a one
second per step counting time. Scintag round, top loading stainless steel sample
cups with 12 mm diameter inserts were utilized for the experiments. Bulk drug
was sampled as-is and placed into the sample tray without any preparation. Some
specific samples were also hand-ground in a mortar and pestle before they were
run, Data analysis was completed using Origin 6.0 (Microcal Software,
Narthampton MA).

Dynamic Moisture Sorption Gravimetry (DMSG). DMSG isotherms
were collected on the variable temperature controlled atmosphere microbalance.
Approximately 10 mg samples were used in the balance. Samples were run as
received. The humidity was sequentially set between 0 and 90% relative
bumidity (RH) in 3% RH stcps. The mass was then measured every two minutes.

‘The RH was changed to the next value when the mass of the sample was stable

to within 0.5 microgram in 480 seconds. A Visual Basic program was used to
control the data collection and export the information to an Excel spreadsheet.

Thermal Analysis. Differcntial Scanning Calorimetry (DSC) data was
obtained by crimping the powdered sample into an aluminum DSC pan. Samples
were run as received, sizes were about 1 mg. Temperatures were typically
scanned to 320°C at a scan rate of 10°C per minute. The DSC was a TA
Instruments 2920 calorimeter. The data analysis software used.was TA's
Universal Analysis V 1. 1 OB.

Thermogravimetric Analysis (TGA) data was obtained on a TA
instruments TGA 2950. Samples were equilibrated in the TGA at 25°C, with a
20°C dew point for 30 minutes before the temperature program began. The
temperature ramp was at 10°C/minute, but was scanned under TA's proprietary
high-resolution conditions. This technique slows the scan rate when a transition
is occurring, improving the ability of the instrument to resolve independent
weight loss events.
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EXAMPLE 1: Preparation of the Anhydrous Crystal Form I of the L-Malic Acid
Salt of N-[2-(Diethylamino Jethyl]-3-[(3-fluoro-1,2-dikydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene ymethyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide.

Preparation A: N-[2-(Diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-
oxo-3H-indol~3-ylidene)methyl])-2,4-dimethyl-1 H-pyrrole-3-carboxamide (130
mg, 0.326 mMol) was added to 20 ml. methanol, and the mixture was stirred. L-
malic acid (47.2 mg, 0.352 mMol) was added, resulting in rapid dissolution of
all the solids. The methancl was removed under reduced pressure to produce a
poorly crystalline orange solid. Acetonitrile (5 mL) was added, and the slurry
was stirred and heated for about 10 minutes. Stirring was continued while the
ghurry was allowed to coal to room temperature. The crystals were filtered and
dried, resulting in 149 mp of solids (86% yield) of Crystal Form I.

Preparation B: N-[2-(Diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-
oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1 H-pyrrole-3-carboxamide may
be purified by an aqueous pH=11 wash prior to formation of the L-malic acid

salt. A solution of the free base in a mixturc of B0:20 n-butanol:water (v:v) was

prepared at 80°C. After cooling to 20°C and stirring for 1 hour, significant
crystallization was observed. A sample was analyzed by PXRD and found to be
Crystal Form L. Filtration, drying, and co-milling of the crystals resulted in 99%
yield.

EXAMPLE 2: Preparation of Crystal Form Il of the L-Malic Acid Sait of N-[2-
(Diethylamino Jethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-ox0-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide.

Crystals of Crystal Form I of the L-malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidenc)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide (25 mg) were added to
tetrahydrofuren (2 mL), followed by the addition of water (250 microliters). The
mixture was heated to dissolve the crystals. The solvent was allowed to
evaporate overnight, resulting in crystals of Crystal Form II.
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EXAMPLE 3: Preparation of the Ankydrous Crystal Form I of the L-Malic Acid
Salt of N-[2-(Diethylamino)ethyl]-5-[ (.S-ﬂuaro-I,2-dihydro—2—axo-3ﬁ-indol-3-
ylidene pnethyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide from Crystal Form 11,

Acetonpitrile (approximately 5 mL) was added to Crystal Form 11 (150
mg). The slurry was stirred and heated fér about 10 minutes. Stirring was
continued while the slurry was allowed to cool to room temperature. The
crystals were filtered and dried, resulting in crystals of Crystal Form 1.

EXAMPLE 4: Solubility of Crystal Form I of the L-Malic Acid Salt of N-[2-
(Diethylamino Jethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dikydro-2-oxo-3H-indol-3-
Ylidene)methyl]-2,4-dimetityl-1H-pyrrole-3-carboxamide

The solubility of Crystal Form I of the L-malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-{(5-fluoro-1,2-dihydro-2-0xo0-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4~dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide was determined to be 5
mg/mL in water at 25°C. This indicates that solubility should not be a limiting

factor in bioavailablity of the material,

The complete disclosure of all patents, patent applications, and
publications, and electronically available materiel (e.g., GenBank emino acid
and nucleotide sequence submissions; and protein data bank (pdb) submissions)
cited herein are incorporated by reference. The foregoing detailed description
and examples have been given for clarity of understanding only. No
unnecessary limitations are to be understood therefrom. The invention is not
limited to the exact details shown and described, for variations obvious to one
skilled in the art will be ihicluded within the invention defined by the claims.
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What is claimed is:

1. An anhydrous crystal comprisng & malic acid salt of a compound having
the structure:

2, The crystal of claim 1, wherein the malic acid is L-malic acid.

3. An anhydrous crystal comprising a malic acid salt of N-[2-

(diethylamino)ethyl}-5-[(5-flucro- 1,2-dihydro-2-0xo-3H-indol-3-
ylidene)methyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide.

4. A crystal comprising & malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl})-2, 4-dimethyl-1H-
pyrmole-3-carboxamide, wherein the crystal has characteristic diffraction peaks at
about 13.2 and 24.2 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction pattern.

5. The crystal of claim 4 having characteristic diffraction peaks at about
13.2, 19.4, 24.2, and 25.5 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction
pattern.

6. The crystal of claim 5 having characteristic diffraction peaks in a powder
X-my diffraction pattern as listed in Table I for Crystal Form I.
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7. The crystal of claim 4 further comprising at most about 2% by weight
water.

8. The crystal of claim 7 comprising at most about 0.5% by weight water.
9. The crystal of claim 8 comprising at most about 0.2% by weight water,
10. A crystal comprising a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrole-3-carboxamide, wherein the crystal has a melting point of at least
about 190°C,

11.  The crystal of claim 10 having a melting point of at least about 195°C.

12.  The crystal of claim 10 further comprising at most about 2% by weight
water,

&

13.  The crystal of claim 12 comprising at miost about 0.5% by weight water.
14.  The crystal of claim 13 comprising at most about 0.2% by weight water.
15. A crystal comprising a malic acid salt of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrole-3-carboxamide, wherein the crystal has characteristic diffraction peaks at

about 3.0 and 27.7 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction pattern.

16.  The crystal of claim 15 having characteristic diffraction peaks at about
3.0, 12.1, 14.5, and 27.7 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction pattemn.

17.  The crystal of claim 16 having characteristic diffraction peaks in a
powder X-ray diffraction pattern as listed in Table 1 for Crystal Rorm 11,
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18.  The cryatal of claim 15, wherein the crystal absorbs at least about 5% by
weight water upon exposure to 80% relative humidity.

19. A crystal comprising a malic acid salt of N-[2-(diethylamine)ethyl]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-
pymole-3-carboxamide, wherein the crystal has a melting point of at most
about 185°C.

20.  The crystal of claim 19, wherein the crystal absorbs at least about 5% by
weight water upon exposure to 80% relative humidity.

2]. A method of preparing an anhydrous crystal comprising a malic acid salt
of N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-{(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo0-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl- 1H-pyrrole-3-carboxamide, the method
comprising:
combining malic acid; N-[2-(diethylamino)ethyl]-S-[(5-fluoro-1,2-
.d.ihyd.ro-z-mo-SH-indol-3-ylidene)methyl]—2.4-dimethy1—lH—pyrrole-3-
carboxamide; and a solvent; and '
inducing the salt to crystallize under crystallization conditions
comprising one or more factors comprising: a difference between the initia] and
final temperatures of the crystallization solution of at most about 100°C; a rate
of cooling of at most about 50°C per hour; no seeding; a supersaturation ratio of
at most about 10; no precipitant; and/or combinations thereof,

22.  The method of claim 21, wherein the malic acid is L-malic acid.
23.  The method of claim 21, wherein the one or more factors comprise: &
difference between the initial and final temperatures of the crystallization

golution of at most about 50°C; a rate of cooling of at most about 20°C per hour;
a supersaturation ratio of at most ebout 5; and/or combinations thereof.
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24.  The method of claim 23, wherein the one or more factors comprise: a
difference between the initial and final temperatures of the crystallization
solution of at most about 25°C; a rate of cooling of at most about 2°C per hour; a
supersaturation ratio of at most about 1.5, and/or combinations thereof.

25. The method of claim 24, wherein the injtial and final temperatures of the
crystallization solution are the same.

26, The method of claim 21, wherein the solvent is selected from the group
consisting of acetonitrile, methanol, ethanol, isopropanol, toluene, n-butancl,
tetrahydrofuran, N,N-dimethylformamide, acetone, water, and combinations
thereof.

27,  The method of claim 21, wherein the anhydrous crystal has characteristic
diffraction peaks at about 13.2 and 24.2 degrees two-theta in a powder X-ray

,diffraction pattern.

28.  The crystal of claim 27 having charactéristic diffraction peaks at about
13.2, 19.4, 24.2, and 25.5 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction
pattern,

29.  The crystal of claim 28 having characteristic diffraction peaks in a
powder X-ray diffraction pattern es listed in Table 1 for Crystal Form L

30. A method of preparing an anhydrous crystal comprising a malic acid salt
of N-[2-{diethylamino)ethy]]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide, the method
comprising contacting & crystal comprising a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indot-3-
ylidene)methyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide with a solvent in
which the contacting crystal has substantial solubility, wherein the contacting
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crystal has characteristic diffraction peaks at about 3.0 and 27.7 degrees two-
theta in a powder X-ray diffraction pattern.

31.  The method of claim 30, wherein the contacting crystal has characteristic
diffraction peaks at about 3.0, 12.1, 14.5, and 27.7 degrees two-theta in a powder
X-may diffraction pattern.

32.  The method of claim 31, wherein the contacting crystal has characteristic
diffraction peaks in a powder X-ray diffraction pattern as listed in Table 1 for

Crystal Form II.

33.  The method of claim 30, wherein the solvent is selected from the group
consisting of acetonitrile, ethanol, methanol, and combinations thereof.

34, The method of claim 30, wherein contacting the crystal with the solvent

forms a slurry.

35.  The method of claim 34 further comprising stirring the slurry.
36. The method of claim 34 further comprising heating the slurry.

37.  The method of claim 34 further comprising removing the anhydrous
crystal from the slurry.

38.  The method of claim 30, wherein the anbydrous crystal has characteristic
diffraction peaks at about 13.2 and 24.2 degrees two-theta in a powder X-ray
diffraction pattern.

39. The method of claim 38, wherein the anhydrous crystal has characteristic

diffraction peaks at about 13.2, 19.4, 24.2, and 25.5 degrees two-theta in a
powder X-ray diffraction pattern.
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40,  'The method of claim 39, wherein the anhydrous crystal has characteristic
diffraction peaks in a powder X-ray diffraction pattern as listed in Table 1 for
Crystal Form L

4]1. A method of preparing a crystal comprising a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl}-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-0x0-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carbaxamide, the method
comprising:

combining malic acid; N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihydro-2-ox0-3H-indol-3-ylidene)methyl)-2,4-dimethyl- 1 H-pyrrole-3-
carboxamide; and a solvent; and

inducing the salt to crystallize under crystallization conditions
comprising one or more factors comprising: & difference between the initial and
final temperatures of the crystallization solution of at least about 25°C; a rate of
cooling of at least about 25°C per hour; seeding; a supersaturation ratio of at .
least about 2; presence of a precipitant; and/or combinations thereof.

42,  'The method of claim 41, wherein the malic acid is L-malic acid.

43,  The method of claim 41, wherein the one or more factors comprise: a
difference between the initial and final temperatures of the crystallization
solution of at least about S0°C; a rate of cooling of at least about 100°C per hour;
a supersaturation ratio of at least about 5; and/or combinations thereof.

44,  The method of claim 43, wherein the one or more factors comprise: a
difference between the initial and final temperatures of the crystallization
solution of at least about 100°C; a rats of cooling of at least about 300°C per
hour; a supersaturation ratio of at least about 10; and/or combinations thereof,

45.  The method of claim 41, wherein the solvent is selected from the group

consisting of methanol, water, tetrahydrofuran/water mixtures, and combinations
thereof.
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46.  The method of clalm 41, wherein the crystal has characteristic diffraction
peaks at about 3.0 and 27.7 degrees two-theta in a powder X-ray diffraction
pattemn.

47. The method of claim 46, wherein the crystal has characteristic diffraction
_ peaks st about 3.0, 12.1, 14.5, and 27.7 degrees two-theta in a powder X-ray
- diffraction pattern. )

48, The method of claim 47, wherein the crystel has characteristic diffraction
peaks in & powder X-ray diffraction pattern as listed in Table 1 for Crystal
Form IL

& 49, A composition comprising anhydrous crystals comprising a malic acid
salt of N-[2-(diethylamino)ethyl])-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-0xo-3H-indol-3-
 ylidene)methyl]-2.4-dimethyl- 1H-pymole-3-carboxamide.

50. Thecomposition of claim 49 further comprising an excipient.

51. A composition comprising crystals comprising s malic acid sajt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-{(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3- .
ylidenc)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pymrole-3-carboxamide, wherein the crystals
have characteristic diffraction peaks at about 13.2 and 24.2 degrees two-theta in
a powder X-ray diffraction pattern.

- 52, A composition comprising crystals comprising & malic acid salt of N-[2-
‘b (diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrmrole-3-carboxamide, wherein the crystals
have a melting point of at Jeast about 190°C.

53. A composition comprising crystals comprising a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-axo-3H-indol-3-

34



WO 03/016308 PCTIUSN2/25649

ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide, wherein the crystals
have characteristic diffraction peaks at about 3.0 and 27.7 degrees two-theta in a
powder X-ray diffraction pattern.

54. A composition comprising crystals comprising a malic acid salt of N-[2-
(diethylamino)ethyl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-3-

- ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxamide, wherein the crystals
have a melting point of at most about 185°C.
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Esta solicitud relvindica el beneficio de la solictud provisional

estadounidense serie No. 60/312,353, presentada en Agosto 15, 2001, que se

Incorpora aqui como referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente Invendén se reladona con cristales, y composidones de
estos, en donde los cristales induyen una sal de cldo mdlico de N-[2-
(dietilamino)etii]-5-[ (5-fluoro-1,2-dihidro-2-ax0-3H-indol-3-llideno) metil}-2,4-
dimetll-1H-pirrol-3-carb;@mida, la presente invendén tamblén se relaciona
con métodos para preparar tales cristales.

Los PK son enzimas que catalizan la fosforilacién de grupos hidroxd
sobre residuos de tirosina, serina, y treonina de proteinas. Las consecuendas
de esta aparentémente simple actividad son el crecimiento celular



escalonado, la diferendaddn, y la proliferacidn, es dedr, virtualmente todos
los aspectos de la vida celular de una manera u otra, dependiendo de la
actividad PK. Adidonalmente, la actividad PK anormal se ha relacionado con
una multitud de desrdenes, que varian desde enfermedades que
relativamente no amenazan la vida tales como la soriasis a enfermedades
extremadamente virulentas tales como el glioblastoma (cancer de cerebro).
Los PK pueden ser convenlentemente divididos en dos dases, las proteinas
tirosina dnasas (PTK) y las serina-treonina dnasas (STK).

Uno de los principales aspectos de la actividad PTK es su
involucramiento con receptores de factor de crecimiento. Los receptores de
factor de credmiento son proteinas superficiales de la célula. Cuando se unen
por un ligando factor de credmiento, los receptores de factor de crecimiento
son convertidos a una forma activa, la cual Interactia con proteinas sobre la
superfide Interior de una membrana celular. Esto conduce a una fosforilacién
sobre los residuos de tirosina del receptor y otras proteinas y a la formadén
al interior de la céiula de complejos con una variedad de moléculas de
seffalizacién citoplasmatica que, a su vez, efechian numerosas respuestas
celulares tales como la divisién celular (proliferacién), diferendlacién celular,
crecdmiento cejular, expresién de efectos metabdlicos a microamblente

extracelular, etc.



Las moléculas pequefias que actian como Inhibidores PK se han
identificado e indluyen, por ejemplo, compuestos de 2-indolina sustituidos por
3-piro! como se describié en la publicaddn Intermadonal PCT No. WO
01/60814 (Tang et al.). Los compuestos de 2-indolinona susttuidos con 3-
pimol Induyen. Por ejemplo, N-[2-(dietliamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-
oxo-3H-Indol-3lideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirol-3-carboamida como se
describlé en la publicacién intemacional PCT No. WO 01/60814 (Tang et al.).
Sin embargo, la descripddn no hace referenda a la preparadon y la
naturaleza de las formas de cristal especificas de las sales de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carbox@mida. Bdste necesidad de formas cristalinas de
tales materiales que tengan una propledades quimicas y/o fisicas superiores
que sean Utiles en las aplicaciones de suministro de droga.

En un aspecto, la presente Invencién proporciona un cristal que incluye
una sal de acido mdlico de un compuesto que tiene Ja estructura:



El compuesto con la estructura anterior también es conocido como N-
[2-(dietilamino)eti]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]-
2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbo@amida. La sal de dddo mélico puede ser una sal
de &cido D-mélico; 4cddo D,L-malico; acido L-malico; o combinaciones de
estos. Preferiblemente, la sal de acido malico es una sal de acdo L-malico.
Preferiblemente, el cristal es anhidro. Preferiblemente, el cristal tiene picos de
difraccién caracteristicos en aproximadamente 13,2 y 24,2 grados dos-teta, y
mds preferiblemente en aproxdmadamente 13,2, 19,4, 24,2, y 25,5 grados
dos-teta, y més preferiblemente como se lista en la tabla 1 para |la Forma I
de Cristal, en un patrén de difraccién de rayos X de poivo. Preferiblemente, el
aistal Incluye a lo mds alrededor del 2% en peso de agua, més
. preferiblemente a lo mas aproxdmadamente 0,5% en peso de agua y mas
preferiblemente a lo mds aproximadamente 0,2% de agua en peso.
Preferiblemente, el cristal tiene un punto de fusién de al menos
aproximadamente 190° C, y mas preferiblemente al menos aproximadamente
1959 C. las composiciones que Induyen los cristales descritos aqui también se



proporcionan. Preferiblemente, la composicidn Induye una cantidad
terapéuticamente efectiva de los cristales. Opclonalmente, las composiciones
induyen un exciplente, preferiblemente un excipiente farmacéuticamente

aceptable.

En tros aspecto, la presente Invencién propordona un cristal que
Incluye una sal de 4ddo mallco de N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(S-fluoro-1,2-
dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno) metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida,
en donde el cristal tiene picos de difracddn caracteristicos en
aproxdmadamente 3,0 y 27,7 grados dos-teta, mas preferiblemente en
aproximadamente 3,0, 12,1, 14,5, y 27,7 grados dos-teta, y mas
preferiblemente como se lista en Ia tabla 1 para la Forma II de Cristal, en un
patrén de difraccién de rayos X de polvo. Tipicamente, los cristales absorben
al menos aproximadamente e 5% de agua en peso {uego de la exposicion a
80% de humedad relativa y tienen un punto de fusibn de m&dmo
aproximadamente 185° C. Las composiciones que induyen los cristales
descritos aqui también se propordonan. Preferiblemente, las composliciones
induyen una cantidad terapéuticamente efeciva de los cristales.
Opdonalmente, la composicidn Incluye un exciplente, preferiblemente un
excdplente farmacéuticamente aceptable.



En otro aspecto, la presente Invenddn propordona métodos de
preparadén de un cristal anhidro que induye una sal de dcdo mélico de N-
[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-0x0-3H-indol-3-llideno)metil]-
2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbcxamida  (por ejemplo, Forma I de Cristal). En
una modalidad, e método incduye: Combinar acido maélico; N-[2-
(dietilamino)etii]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-
dimetil-1H-plrol-3-carboxamida; y un solvente; e Induclendo la sal a
cristalizar bajo condiclones de cristalizaddn (por ejemplo condicddn de
cristalizacién de la Forma I de Cristal) Incduyendo uno o mas factores que
induyen: una diferencia entre las temperaturas Inidal y final de la solucién de
aistalizacién de méaxmo aproximadamente 100° C; una proporcién de
enfriamiento de mdximo aproximadamente 50° C por hora; sin semlila; una
proporcdidn de supersaturacén de méxdmo aproximadamente 10; sin
predipitante y/o combinaciones de estos. Preferibiemente, el dcido malico es
acido L-malico. Preferiblemente, el solvente incluye uno 0 mas solventes que
incdluyen, por ejemplo, acetonitrilo, metanol, etanol, isopropanol, tolueno, n-
butanol, tetrahidrofurano, N,N-dimetiiformamida, acetona, agua, Yy
combinaciones de estos.

En otra modalidad, el método de preparar un cristal anhidro incluye
una sal de 4ddo madlico de N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dthidro-2-
oxo-3H-Indol-3-llideno)metil])-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida (por



ejemplo, Forma I de Cristal) incluye: poner en contacto un cristal que induye
una sal de &ddo miélico de N-[2-(dletllamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-
ox0-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbj@mida con  un
solvente en &l cual el cristal de contacto tiene una solubllidad sustancial, en
donde el cristal de contacto (por ejemplo la Forma II de Cristal) tiene unos
picos de difracdén caracteristicos en aproximadamente 3,0 y 27,7° dos-teta
en el patrdn de difracdén de rayos X de polvo. Preferiblemente, el solvente
Incluye uno 0 mas solventes que Induyen, por ejemplo, acetonitrilo, etanol,
metanol, y combinadones de estos. Preferiblemente, el poner en contacto el
cristal con el solvente forma una lechada, y la lechada se agita
preferiblemente y/o se callenta. Opclonalmente, el cristal anhidro se puede
remover de la lechada.

En otro aspecto, la presente invenddn proporciona un méwodo de
preparar un cristal que Induye una sal de dddo mélico de N-[2-
(dietllamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno)metil]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida (por ejemplo la Forma II de Cristal). El
método Induye: combinar acido malico; N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-
1,2-dIhidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno) metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxamida; y un solvente; e inducir la sal a cristalizar bajo condiciones de
aistalizacién (por ejemplo condiciones de cristalizacion de la Forma II de
Cristal) que Incluyen: una diferencia entre las temperaturas Iniclal y final de la



soludén de aistalizadén de al menos aproximadamente 25° C; una
proporcidn de enfriamiento de al menos 25° C por hora; con semilla; una
propordién de supersaturacién de al menos aproximadamente 2; presencia de
un precipitante; y/o combinadiones de estos. Preferiblemente, el dcido mélico
es icido L-mélico. Preferiblemente, el solvente Incluye uno o mds solventes
que incluyen, por eJemplo, metanol, agua, mezdas de tetrahidrofurano/agua,
y combinadones de estos. Preferiblemente, los cristales tienen picos de
difracdén caracter(sticos en aproximadamente 3,0 y 27,7° dos-teta en un

patrén de difraccién de rayos X de poivo,

La Forma I del Cristal anhidro es ventajosa sobre la Forma I del
Cristal para muchas aplicaciones porque las propledades que la Forma I del
Cristal ofrece preferiblemente incluyen, por ejemplo, mayor establlidad
termodinamica, mayor cristalinidad, y mds baja higroscopiddad que las
propiedades respectivas de la Forma II del Cristal.

Numerosos factores efectian condiciones de cristallzaddn, y ellos son
blen conoddos por un experto en la témica. Tales factores Induyen, por
ejemplo: la concentraddn de la sal en la soluddn de cristalizacién; la
diferenda, sl exdste alguna, entre las temperaturas Inicial y final de la solucién
de cristalizacién; la proporddn de enfriamiento, sl existe alguna; el indice de

vaporizacion del solvente, sl existe alguno; la semllia; la proporcdén de



supersaturacién; y la presencla de un predpitante. Con la guia de la
descripddn suministrada aqui, un experto en Ia técnica sin experimentadén
indebida, puede selecdonar y/o ajuster uno o mas factores apropiados para
llegar a las condiclones de cristallzacién para suministrar la Forma I del Cristal

o la Forma II del Cristal.

Como se usa aqui, “proporcién de supersaturacion” se reflere a la
propordén de la concentraddn del material en solucién a la concentracion del
material en una solucién saturada en la temperatura de cristallzacién.

Como se utliiza aqul, “semlilla” se reflere a la técnica de agregar un
cristal “semilla” a ia soluddn de cristallzacion para promover la formaddn de
cristales. Preferiblemente, la composicdn del cristal semllia es la misma que
la composicidn de los cristales que se estan formando.

Como se utlliza aqui, “precipitante” significa una sustancla que tiende
a indudir aistalizadén cuando se agrega a una solucién de cristallzadén. Los
precipitantes Utiles Incluyen, por ejemplo, no solventes para [a sal y solucion
que Incluyen exceso de contrapones. Como se utiliza aquf, un no solvente es
un solvente en el cual la sal preferiblemente tiene una solubllidad de méximo
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aprodmadamente 1% en peso, mas preferiblemente médmo
aprodmadamente 0,1% en peso, y mds preferiblemente médmo

aproximadamente 0,1% en peso.

Como se utlllza aqui “cristal anhidro” significa un cristal en el cual e
agua no estd especificamente unida. Los cristales anhidros preferiblemente
no Iincluyen cantidades sustanciales de agua. El contenido de agua se puede
determinar mediante métodos conocidos en la técnica, Incluyendo, por
ejemplo, las ttuladiones de Karl Fischer. Preferiblemente un coristal anhidro
incluye médmo aproximadamente 2% en peso de agua, méas preferiblemente
méiximo aproximadamente 0,5% en peso de agua, y mas preferiblemente
maximo aproxdimadamente 0,2% en peso de agua.

Como se utiliza aqui, “aristalino” significa un material que tiene una
estructura molecular ordenada, de larga distandla. El grado de cristalinidad de
una forma de cristal se puede determinar por muchas técnicas Incluyendo,
por ejemplo, la difraccion de rayos X de polvo, sordén de humedad,
calorimetria de e@loracén diferencial, calorimetria de solucidn, y
propiedades de disolucidn.

Como se utlliza aqui, “mas cristalino” significa que un material tiene un

mayor grado de aistalinidad que el material con el cual es comparado. Los
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materiales con mayores grados de cristalinidad generaimente tienen mas alto
orden, estructura molecular de larga distanda con menos defectos en la
estructura del cristal que los materiales con menores grados de cristalinidad.
El més alto grado de cristalinidad puede ser Impuesto con relacién a la otra
forma medlante técnicas que Induyen, por elemplo, reflexiones mas agudas
en el patrén de difraccién de rayos X de polvo, sorddn de humedad Iinferior
para simllares tamafios de particula a una humedad relativa espedifica, menor
calor de soluddn, mayor calor de fusién, més lento indice de disoludén, y

combinaciones de estos.

Como se utiliza aqui, *menos cristalino” significa que un material tiene
menor grado de cristalinidad que el material con el cual es comparado. Los
materiales con menores grados de cristalinidad generalmente tienen menos
orden de larga distanda y mds defectos en la estructura del cristal que los
materiales con mayores grados de cristalinidad. El menor grado de
aistalinidad se puede imponer con relacién a la otra forma mediante técnicas
que Incdluyen, por ejemplo, refledones mas amplias y/o mas pocas en el
patrén de difraccion de rayos X de polvo, mayor sorcién de humedad para
simllar tamafio de particulas a una humedad relativa especifica, mayor calor
de solucién, Inferior calor de fusion, mas rapida velocidad de disolucién, y
combinaciones de estos.
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Como se refiere en la presente solicitud, “estable” en ensayos de
estabilidad de droga en masa significa que al menos aproximadamente 979
en peso, preferiblemente al menos aproximadamente 98% en peso, y mds
preferiblemente al menos 99% en pso de la droga en masa permanece sin
cambio después de almacenamiento bajo las condiciones Indicadas durante el

tlempo Indicado.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura es una ilustradén de los datos de difraccion de los rayos X de
polvo (PXRD) para la Forma I del Cristal de la sal de dddo L-malico de N-[2-
(dietiamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-liideno)metil]-2,4-
dimetll-1H-pirrol-3-carboxamida. El patrdn es diferente de las otras formas de
cristal de la sal y la base libre, y es mds cristalino que ia Forma II del Cristai

(por ejemplo, figura 2).

La figura 2 es una llustracion de los datos de difraccién de los rayos X
de polvo (PXRD) para la Forma II del Cristal del acido L-mélico de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-
dimetii-1H-pimol-3-carboxamida. El patrén es diferente de otras formas de
aristal de la sal y la base libre, y es menos cristalino que la Forma I del Cristal
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como se evidencié por las refledones més amplias en el patrén de difraccén
de ios rayos X de poivo (por ejempio, la figura 1).

La figua 3 es una ilustradén de una isoterma de sorcién de
gravimetria dindmica de sorcién de humedad (DMSG) para perflle de sordén
de humedad para la Forma I de Cristal y la Forma II del Cristal de la sal de
dddo L-mélico de N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-
indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H4-pirrol-3-carboxamida. El polimorfo mads
cristalino, la Forma I del Cristal es de baja higroscopicidad, absorbe menos de
0,5% de agua a través del rango de humedad relativa de 0 — 90%. El
polimorfo menos cristalino, la Forma I del Cristal, es muy higroscépico
absorblendo mas del 15% de agua sobre el rango de humedad relativa de 0-

90%.

La figura 4 es una llustradén de los datos de calorimetria de
eqloraddn diferencial de (DSC) que muestran los perfiles DSC para la Forma
I del aistal y la Forma II del Cristal de la sal de dcddo L-mélico de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1, 2-dihidro-2-oxo0-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-
dimetii-1H-pirrol-3-carboxamida. Las transiclones exotérmicas se Indican en la
direcddn hacla amriba. La forma I del Cristal se funde a una mayor
temperatura (aproximadamente 196° C) con una entalpia de fusién mas alta
(aproximadamente 141 J/g) que la Forma II del Cristal, que se funde a
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aproximadamente 181° C con una entalpia de fusion de aproximadamente
105 J/g. Esto suglere que las dos formas de cristal son monotroplcas, aunque
la degradacdin ocurre después de que los cristales se funden. El
monotropismo se confirma mediante la conversién de la Forma II del Cristal a
la Forma I del Cristal en una lechada a temperatura ambiente de cuarto como

se describié aqui.

El N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-indol-3-
lideno)metil]-2,4-dimetll-1H-pirol-3-carboxamida es un compuesto 2-
inidolinona sustituldo por 3-pirrolo que tiene la sigulente estructura:

El N-[2-(dletilamino)etil]-5~[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-
llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida puede ser preparado como

D&
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la base llbre mediante procedimientos sintéticos estandar que Incluyen, por
ejempio, aquelios descritos en la publicacion Internacional PCT No. WO
01/814 (Tang et al.). Aunque la base libre se puede cristallzar como
particulas pequefias, es deseable en operaciones a gran escala, por ejemplo,
tener cristales con tamafio de particula grande para fadl Infiltraddn. Para
este fin, la preparadén de las sales de N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaamida

fueron tomadas para evaluadén de las propledades resultantes relacionadas
con el procesamiento de la sal y la preparacién de la composidon

farmacéutica oral de esta.

Las formas cristalinas de N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaxamida
que incluyen la base libre y las sales de esta (por ejemplo, 4cido ciclémico,
édddo maléico, 4cido bromhidrico, 4cddo mandélico, addo tartdlico, &ddo
fumdrico, dddo ascorbico, addo fosférico, acdo dorhidrico, dddo p-
toluenosulfénico, acldo citrico y sales de acldo mélico) fueron tamizadas por
las propledades reladonadas con el procesamiento de la sal y la preparacién
de las composiciones farmacéuticas orales de estas, Incluyendo por ejemplo,
la aistalinidad (por ejemplo cristalina o amorfo, grado de cristalinidad,
cristales anhidros o hidratados), toxdcidad, higroscopicddad, establlidad, y
morfologfa. Con base en el anterior tamizado, una sal de écdido malico del N-

A <T
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[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-ox0-3H-Indol-3-lideno)metil]-
2,4-dimetii-1H-pirrol-3-carbaxamida se determind para suministrar e mejor
balance de las propledades dseadgs. Luego de estudio adicional, se
encontrd que la sal de dcido mdlico del N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-
1,2-dIhidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno) metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxamida cristalizaba en formas de cristal maltiples.

La presente invendén suministra métodos para preparar formas de
cristales que Incluyen una sal de acido malico de N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihidro-2-0xo-3H-indol-3-llideno)metil}-2,4-dimetii-1H-pirrol-3-
carboxamida, y la Identificacién de aquellas formas de cristal. La preparacién
de los cristales anhidros que Incluyen una sal de addo malico se describe
aqui. La Forma I de Cristal anhidro tiene propledades superiores para muchas
aplicaciones.

FORMA I DE CRISTAL

En una modalidad, la sal de acido malico del N-[2-(dletllamino)etil]-5-
[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-0x0-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxamida se ha preparado como cristales anhidros (por ejemplo, la Forma
1 del Cristal). La Forma I del Cristal anhidra es termodindmicamente mas
estable que las otras formas de cristal (por ejJemplo la Forma II del cristal).
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En un método, la Forma I de Cristal se puede preparar, por ejemplo, al Indulr
la aistalizacion de una sal de addo madlico bajo las condidones de
cristalizacién de la Forma I del Cristal de una solucién supersaturada.

Como se utiliza aqui, “as condiciones de aistalizacién de la Forma I
del Cristal™se refieren a las condiclones de caristalizacién que suministran una
forma de cistal termodindmica (por ejemplo la Forma I de Cristal). Tales
condiciones son cominmente denominadas condiciones de cristalizacion
“lentas”. Un experto en la téonica puede seleccionar uno o mas factores que
Incluyen, por ejemplo: una diferencia entre las temperaturas Inidal y final de
la solucdén de aistalizacion de preferiblemente como mé&dmo
aproxdmadamente 100° C, mas preferiblemente ocomo maxdimo
aproximadamente 50° C, alin mas preferiblemente como maxdimo
aproxdmadamente 25° C, y mas preferiblemente aproximadamente 0° C; el
indice de enfrlamiento de preferiblemente como méximo aproximadamente
50° C por hora, mas preferiblemente como médmo aproxdmadamente 20° C
por hora, aiin méas preferiblemente como m&dmo aproxddmadamente 2° C por
hora, y més preferiblemente aproximadamente 0° C por hora; sin semilla; un
indice de supersaturacdn de preferiblemente como mé&dmo
aproximadamente 10, mas preferiblemente como mé&dmo apraximadamente
5, Y mas preferiblemente como mé&dmo aproxdmadamente 1,5; sin
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precipitante; y/o combinadones de estos para propordonar las condiciones
de cristallzacién de la Forma I de Cristal.

Los solventes (itiles para preparar la solucion de cristalizadén induyen,
por ejemplo, acetonitriio, metanol, etanol, Isopropancl, tolueno, n-butanol,
tetrahidrofurano, N,N-dimetiiformamida, acetona, agua y combinaciones de

estos.

En otro método, Ja Forma I de Cristal se puede preparar, por ejemplo,
al proporcionar una lechada de la Forma II del Cristal en solventes en los
cuales la Forma II del Cristal tiene sustandal solubifidad. Como se utiliza aqul,
"solubllidad sustandal” significa que un cristal es preferiblemente soluble en
un solvente en concentraciones de al menos aproximadamente 0,1% en
peso, mds preferiblemente ai menos aproximadamente 1% en peso, y mas
preferiblemente al menos aproxmadamente 10% en peso, a
aproxdmadamente la temperatura amblente de cuarto (por ejemplo acido 159
C a aproxdmadamente 30° C). Opclonaimente, el cristal se puede disolver en
el solvente a las concentraciones Indicadas a la temperatura ambiente de

cuarto.

Tales solventes Incluyen, por ejemplo, acetonitrilo, etanol, metanol, y
combinadones de esta.
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FORMA II DEL CRISTAL

En otra modalidad, la sal de 4cido malico del N-[2-(dietilamino)etil]-5-
[(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxamida se ha preparado en otra forma cristalina (por ejemplo, la Forma
II del Cristal). La Forma IO del Cristal es dtil, por eJemplo, como un
intermedio en la preparacién de la Forma I del Cristal anhidra.

La Forma II del Cristal se puede preparar, por ejemplo, al Incluir una
sal de écido mélico para cristalizar bajo las condiciones de cristalizacién de la

Forma II del Cristal de una soluddn supersaturada.

Como se utiiiza aqul, “Condiciones de Cristallzaddn de la Forma II del
Cristal” se reflere a las condiciones de cristallzacion que proporcionan una
forma de cristal diferente de la forma termodindmica. Tales condiclones son
cominmente llamadas condiciones de aristalizacion “rapidas”. Un experto en
la técnica puede selecclonar uno 0 mas factores que Incluyen, por ejemplo:
una diferenda entre las temperaturas Inidal vy final de la solucién de
cristalizacion de preferiblemente al menos aproximadamente 25° C, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 50° C, y més preferiblemente al
menos aproxdmadamente 100° C; un indice de enfrlamiento de



20

preferiblemente al menos aproximadamente 25¢ C, por hora, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 100° C por hora, y més
preferiblemente al menos aproximadamente 300° C por hora; colocar
semillas; un findice de supersaturacdén de preferiblemente al menos
aproximadamente 2, mds preferiblemente al menos aproodmadamente 5, y
més preferiblemente al menos aproxdmadamente 10; presencia de un
predpitado; y/o combinaciones de estos para propordonar unas condiciones
de cristalizacién de la Forma II del Cristal.

Los solventes (tlles para la soludén de cistalizacién incuye, por
ejemplo, metanol, agua, mezclas de tetrahidrofurano/agua, y combinaciones

de estos.

DIFRACCTON DE RAYOS X DE POLVO (PXRD)

Los compuestos organicos cristalinos consisten de un gran nimero de
a&tomos que estdn dispuestos en un arreglo periédico en un espado
tridimensional. La periodiddad estructural normaimente manifiesta distintas
propledades fisicas, tales como agudeza, caracteristicas espectrales explicitas
mediante la mayoria de las sondas espectrosodpicas (por ejemplo, difraccién
de rayos X, RMN infrarrojo y de estado sdlido), la difraccién de rayos X (XED)

es reconodda por ser uno de los métodos més sensibles para determinar la
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cristalinidad de los sélidos. Los cristales produce difracclones explidtas
mdximas que surgen en dngulos especificos consistentes con los espaclos
Interplanares de la celosfa, como los predijo |a ley de Braga. Por el contrario,
los materiales amorfos no poseen un orden de rango largo. Ellos a menudo
retienen el volumen adiclonal entre las moléculas, como en el caso liquido.
Los sdlidos amorfos normalmente descubren un patrén XRD sin
caracteristicas con halos difusos amplios, en razén de la ausencia del orden
de rango largo de la celosia de cristal repetitivo.

La difracddn de rayos X de polvo se ha reportado por caracterizar
diferentes formas de cristal de los compuestos organicos (compuestos Utlles
en composidones farmacéuticas). Ver, por ejemplo, patente estadounidense
No. 5,504,216 (Holohan et al), 5,721,359 (Dunn et al), 5,910,588 (Wagnick
et al) 6,066,647 (Douglas. et al), 6,225,474 (Matsumoto et al), 6,239,141
(Allen et al), 6,251,355 (Murata et al), 6,288,057 (Harkness), 6,316,672
(Stowell et al), 6,329,364 (Groleau), y la publicadon de la solictud de
patente No. 2001/0003752 (Talley et al), 2002/0038021 (Barton et al), y
2002/0045746 (Barton et al).

Los materiales cristalinos son preferidos en muchas aplicaciones
farmacéuticas. Las formas cristalinas son generalmente termodindmicamente
més estables que las formas amorfas de la misma sustanda. Esta establlidad



termodindmica se refleja preferiblemente en la Inferior solubilidad y la
establlidad fisica mejorada de ia forma cristalina. E! empaque regular de las
moléculas en el sélido cristalino preferiblemente deniega la incorporacién de
las Impurezas quimicas. De esta manera los materiales aistalinos
generalmente poseen una pureza quimica més alta que sus contrapartes
amorfas. El empaque en el silido aistalino generaimente constrifie las
moléculas para definir bien las posiciones de celosia y reduce la movilidad
molecular que es el prerrequisito para las reacciones quimicas. De esta
manera, los sdlidos cristalinos, con muy pocas notables excepciones, son
quimicamente mds estables que los slidos amorfos de la misma composicién
molecular. Preferiblemente, las formas cristalinas de las sales de dcido mélico
N-[2-(dletllamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-axo-3H-indol-3-

ilideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida descritas en la presente
solicitud poseen una o més de las ventajas quimicas y/o propiedades fisicas

descritas aqui.

Las formas cristalinas de las sales de &ddo malico de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-
dimetll-1H-pirrol-3-carboxamida descritas en la presente  solicitud
preferiblemente Henen diferentes perfiles de difraccion de rayos X de polvo.
Por ejemplo, los cristales anhidros que Induyen una sal de addo malico el N-
[2-(dietilamino)etil]-5-[ (5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]}-



2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida pueden preferiblemente ser distinguidas
de la otra forma de aristal que induye una sal de &cido malico descrita aqui
por la presenda de picos de difracclén caracteristicos. Los picos de difraccén
caracteristicos como se utiliza aquf son picos seleccionados de los picos mas
Intensos de los patrones de difraccion observados.

Preferiblemente, los picos caracteristicos se selecdonan de
aproximadamente 20 de la mayoria de los picos Intensos, méds
preferiblemente de apraximadamente 10 de la mayoria de los picos intensos,
y més preferiblemente de aproximadamente 5 de la mayoria de los picos
intensos en el patron de difracclén.

Las figuras 1 y 2 muestran el patron de difraccién de rayos X de poivo
para las Formas 1 y II del Cristal, respectivamente, de la sal de addo L-malico
del N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-indol-3-
lidenc)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida. La tabla 1 contiene la lista
de la mayoria de los picos intensos de cada patrén PXRD entre 2 y 359 dos-
teta. La base libre, Forma I de Cristal, y la Forma II del Cristal son todas

fadimente distingulbles por sus patrones PXRD Unicos.

Preferiblemente el cristal anhidro que incluye una sal de dddo malico
de N-[2-(dietilamino)etil]-5-{(5-fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-indol-3-



lideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida (por ejemplo, la Forma I
del Cristal) tene plcos de difracddn caracteristicos a aproximadamente 13,2 y
24,29 dos-teta, mas preferiblemente a aproximadamente 13,2, 194, 24,2 y
25,59 dos-teta, y méas preferiblemente tlene los picos de difraccon
caracteristicos como se listan en [a tabla 1 para ia forma I del cristal.

Preferiblemente, la Forma II del Cristal de la sal de dcido malico de N-
[2-(dietilamino)etli]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno) metil]-
2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida tiene plcos de difraccion caracteristicos a
aproxddmadamente 3,0 y 27,70 dos-teta, mas preferiblemente a
aproxdmadamente 3,0, 12,1, 14,5 y 27,7° dos-teta, y méas preferiblemente
tiene los plcos de difracddén caracteristicos como se listan en la tabla 1 para
la forma II del Cristal.

Tabla 1: Tabla del plco de difraccon de rayos X de polvo para las formas 1y

I del Cristal
Forma de Cristal I Forma de Cristal IT
Dos teta (grados) Intensidad Dos teta (grados) Intensidad
Relativa Relativa
11,39 7 3,02 100

11,90 7 5,93 12

©™
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13,16 82 7,61 18
15,92 27 9,26 7
16,79 25 12,08 32
17,18 24 14,54 42
19,40 76 17,54 19
20,30 20 19,46 28
21,26 31 23,36 54
21,68 28 24,77 28
22,13 418 27,71 80
22,91 21

24,17 100

25,46 79

26,06 23

26,96 26

27,56 28

32,27 13

32,93 17

34,43 23

PUREZA Y ESTABILIDAD DE ESTADO SOLIDO




La pureza de la Forma I del Cristal de la sal de acido malico de N-[2-
(dietiiamino)etii]-5-[ (5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indoi-3-llideno)metil]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida se evalué mediante cromatografia liquida de
alta presion (HPLC). Los resultados mostraron mas del 98% de drea de
pureza con menos de aproximadamente 2% de drea de Impurezas detectadas

(abla 2).

Un estudio de la establlidad de estado sdlido de la Forma I del Cristal
de la sal de acido L-malico del N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-
2-ox0-3H-Iindol-3-ilideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbmamida también
se realizd (tabla 2). Datos de cuatro semanas después del envejecimiento a
60° C/humedad relativa ambiente, 60° C/57% humedad relativa, y 80°
C/humedad relativa amblente no mostraron degradacién significativa. La
difracdén de rayos X de polvo en las muestras de dos semanas tampoco
indicaron cambio en la forma de cristal.

Tabla 2: Establlidad de la Forma I de Cristal con base en e andlisis

HPLC
Condicién Pureza Total de Impurezas
(% Area) (9% Area)
Inidal 99,7 1,5
2 semanas a 60° C/HR 98,2 1,1
ambiente*
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2 semanas a 60° C/HR 09,6 1,2
75%

2 semanas a 80° ¢/HR 99,5 1,2
amblente

4 semanas a 60° C/HR 1004 1,2
ambiente

4 semanas a 60° C/HR 100,1 2,2
75%

4 semanas a 80° C/HR 98,0 3,1
amblente

DATOS DE SORCION DE HUMEDAD

Los datos de sorplén de humedad a 25° C para las Formas I y II del
Cristal de la sal de dddo L-mdlico del N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-lliideno)metil]-2,4-dImetil- 1H-pirrol-3-carbmamida se
muestran en la figura 3. El polimorfo mas cristalino, la Forma I del Cristal es
de baja higroscopicidad, absorbiendo menos del 0,5% de agua a través del
rango de humedad relativa 0 — 90%. El polimorfo menos cristalino, la Forma
II del Cristal es muy higroscépico, absorbiendo mas del 15% de agua sobre
el rango de humedad relativa del 0 — 90%.

DATOS TERMICOS

Los datos de calorimetria de exploracion diferendal se muestran en la
figura 4. La Forma I del Cristal anhidro de la sal de 4cddo L-mélico del N-[2-
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(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-ox0-3H-Indol-3-llideno)metii]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida se funde a aproximadamente 196° C,
mientras que la Forma II del Cristal se funde a aproximadamente 181° C. los
eventos observados después de la fundicién Inidal sugleren que existe
probablemente alguna descomposicién asociada con la fusién. Por lo tanto,
un calor de fusién preciso podria ser no fadimente medido.

Los datos TGA para la forma I del Cristal (no mostrada) no mostraron
pérdida de peso significativa hasta el punto de fusién, indicando la falta de
solvente residual y/o agua retenida en los cristales.

ADMINISTRACION Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Los cristales de la presente invenddn se pueden administrar como
tales a padentes humanos y se pueden administrar en composiciones
farmacéuticas en los cuales los cristales anteriores se mezdan con portadores
adecuados o exciplente(s). Las técnicas para la formulacion y administradén
de drogas se puede encontrar en "Remigtons” “Pharmacological Sdences”,
Mack Publishing Co., Easton, P.A., ultima edicién.

Como se utiliza aqui, “administrar” o “administracion” se reflere al

suministro de un cristal de la presente invendén o a una composidén
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farmacéutica de esta a un organismo con el propdsito de evitar o tratar un

desorden relacionado con PK.

Las rutas adecuadas de administracién pueden Induir, sin limitacién,
administracién oral, rectal, transmucosa o Inyecdén Intramuscular,
subcutdnea, Intramedular, Intratecal, intraventricular directa, Intravenosa,
Intravitreal, intraperitoneal, Intranasal o Intraocular. Las rutas preferidas de
administracion son la oral y la parenteral.

Altemativamente, uno puede administrar el cristal de la presente
invendén o la composicién farmacéutica de esta de manera local en lugar de
manera sistémica, por ejemplo, por via de inyeccién del cristal de la presente
invencién 0 una composicién farmacéutica de esta directamente sobre el
tumor sdiido, a menudo en un depdsito o una formulacién de liberacién

sostenida.

Adicionalmente, uno puede administrar la droga en un sistema de
suministro de droga objetivo, por ejemplo, en un liposoma recubierto con un
anticuerpo especifico de tumor. Los liposomas serén dirigidos y tomados
selectivamente por el tumor.
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Las composidiones farmacéuticas de la presente Invencién se pueden
elaborar mediante procesos bien conocidos en la bécnica, por ejemplo, por
medio de mezdas convenclionales, disoluddn, granuladén, elaboracién de
dulces, pulverizacién, emulsificacién, encapsulacion, procesos de

atropamiento o liofilizacién.

Las composiclones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente
Invencién se pueden formular de manera convencional utillzando uno o méas
portadores fisiologicamente aceptables que Induyen excipientes y awdllares
que fadiitan el procesamiento de cristales de la presente Invenddén en
preparaciones que se pueden utiiizar farmacéutiamente. La formulacién
adecuada depende de la ruta de administracién escogida.

Para inyeccién, un cristal de la presente invencidn o una composicidn
farmacéutica de esta se puede formular en soluciones acuosas,
preferiblemente en amortiguadores fisloldgicamente compartibles como
soludén de Hank, soludén de Ringer o un amortiguador salino fisioldgico.
Para administradon por transmucosa, los penetrantes apropiados a la barrera
a ser permeados son utllizados en la formulacion. Tales penetrantes son

generalmente conocidos en la técnica.
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Para administracién oral, un cristal de la presente Invencién o una
composiddn farmacéutica de esta se puede formular al combinar un cristal de
la presente Invendén con portadores farmacéuticamente aceptables bien
conodidos en Ia técnica. Tales portadores que posibliitan a los cristales de la
presente Invenddn ser formulados como tabletas, pildoras, pastas, grageas,
dukes, capsulas, liquidos, geles, melazas, lechadas, suspenslones y simllares,
para Ingestién oral por un paciente. Las preparadones farmacéuticas para
uso oral se pueden hacer utllizando un exdpiente sélido, opcdonalmente
mollendo la mezcla resultante, y procesando la mezcla de grénulos, después
de agregar otros auxillares adecuados sl se desea, para obtener tabletas o
nideos de dulces. Los exciplentes titiles son, en particular, llenadotes tales
como azlcar, lactosa, sucrosa, manitol, o sorbitol, preparaciones de celulosa
tales como, por ejemplo, aimidén de maiz, almidon de trigo, almidon de arroz
y aimidén de papa y otros materiales tales como gelatina, goma tragacanto,
metiicelulosa, hidroxipropilmetil-celulosa, carboximetiicelulosa de sodio, y/o
polivinil-pirrolidona (PVP). S| se desea, los agentes desintegrantes se pueden
agregar, tales como polivinlipirrolidona reticulada, agar, o addo alginico. Una
sal tal como alginato de sodio también se puede utiilzar.

Los nideos de dulces son suministados con recubrimientos
adecuados. Para este propdsito, las soluciones de aziicar concentrado se
pueden utilizar las cuales pueden opcionalmente contener goma arabiga,
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talco, polivinlipirrolidona, carbopol gel, polletilenglicol, y/o didxido de titanio,
soluciones de laca, y solventes organicos adecuados 0 mezclas de solventes.
Los elementos de tindén o pigmento se pueden agregar a las tabletas o
recubrimientos de dulkes para identificacion o para caracterizar diferentes
combinadiones de dosis activas.

Las composidones farmacéuticas que se pueden utllizar oraimenbte
Induyen cépsulas de ajuste por empuje hechas de gelatina, as/ como también
capsulas suaves, selladas, hechas de gelatina y un plastificador, tales como
glicerol o sorbitol. Las cdpsulas ajustadas por empuje pueden contener los
Ingredientes activos en mezcla con un llenador tal como lactosa, un lienador
tal como almikdén, y/o un lubricante tal como talco y estearato de magnesio
¥y, opdonalmente establlizadores. En las cipsulas suaves, los aistales de la
presente Invendon se pueden disolver o suspender en liquidos adecuados,
tales como aceltes grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Los
establlizadores se pueden agregar en estas formulaciones, también.

Las cipsulas se podrfan empacar en cristal café o botellas plasticas
para proteger los cristales de la presente invenddn o las composiciones
farmacéuticas de esta de la luz. Los contenedores que contienen la
formulacién de la cpsula activa deben ser almacenados a temperatura
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amblente de cuarto controlado (por ejemplo, aproximadamente 15° C a
aproximadamente 30° C).

Para administracién por inhalacién, un cristal de la presente invencion
0 una composicion farmacéutica de esta es convenientemente suministrado
en la forma de un pulverizado en aerosol utllizando un empaque presurizado
o un nebulizador y un propulsante adecuado, por ejemplo, sin limitacién,

dicloro difluorometano, triclorofluorometano, didorotetafluoroetano o didxido _

de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la dosls unitaria se puede
controlar al suministrar una valvula para proporciona una cantidad medida.
Las capsulas y los cartuchos de, por ejemplo, gelatina para uso en un
inhalador o insufiador se pueden formular conteniendo una mezda de poivo
de un cristal de la presente Invend6n a una composidon farmacéutica de
esta y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Un cristal de la presente Invencion o una composiddén farmacéutica de
esta también se puede formular para administracidén parenteral, por ejemplo,
mediante Inyeccion de polo o Infusién continua. Las formulaciones para
inyecddn se pueden presentar en formas de dosis unitarla, por ejemplo, en
ampollas o en reciplentes multidosls, con un preservativo agregado. Las
composiciones pueden tomar tales formas como suspensiones, soludones, o

emulsiones en vehiculos aceltosos o0 acuosos, y pueden contener materiales
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de formulacddén tales como agentes de suspensién, establizacién y/o

dispersion.

Las composiciones farmacéuticas para la administradén parenteral
induyen soluclone acuosas de una forma soluble en agua de un cristal de la
presente Invencién a una composidén farmacéutica de esta. Adidonalmente,
las suspensiones de cristal de Ia presente invenddn o las composiclones
farmacéuticas de esta se pueden preparar en un vehiculo fipofilico. Los
vehiculos lipofilicos adecuados Incluyen aceites grasos tales como aceite de
sésamo, ésteres de 4ddos grasos tales como etiloleato o triglicéridos, o
materiales tales como liposomas. Las suspensiones acuosas de Inyecddn
pueden contener sustandas que Incrementen la viscosidad de la suspensién,
tales como carboximetiicelulosa de sodio, sorbitol, o0 dextrano.
Opdonaimente, ia suspensién también puede contener estabillzadores
adecuados y/o agentes que incrementen la solubilidad de los aistales de la
presente invenddn o un composidon farmacéutica de estos para permitr la

preparacion de soludlones altamente concentradas.

Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en la forma de
polvo para constitudén con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril,
libre de pirégenos, antes de uso.
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Un cristal de la presente Invendén o una composicién farmacéutica de
esta también se puede formular en composiciones rectales tales como
supositorios o enemas de retenddn, utilizando por ejemplo, bases de

supositorios convenclonales tales como maneca de cacao U otros glicéridos.

Ademds de las formulaciones descritas previamente, un cristal de la
presente Invencién o una composicdén farmacéutica de esta tamblién se
puede formular como preparadones de depdsito. Tales formulaciones de
larga acdén se pueden administrar mediante Implante (por ejemplo,
subcutinea o Intramuscularmente) o mediante Inyeccién Intramuscular. Un
aistal de Ia presente Invencién o una composicién farmacéutica de esta se
puede formular por esta ruta de administracién con materiales poliméricos o
hidréfobos adecuados (por ejemplo, en una emulsion con un aceite
farmacoldgicamente aceptabie), con resinas de intercambio de lones, 0 como

un derivados escasamente soluble.

Adicionalmente, un cristal de la presente Invencién o una composicién
farmacéutica de esta se puede suministrar utilizando un sistema de liberacién
sostenido, tal como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos que
contienen el agente terapéutico. Varlos materiales de liberacién sostenida se
han establecido y son blen conoddos por aquellos expertos en la técnica. Las
cApsulas de liberacién sostenida pueden, dependiendo de su naturaleza
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quimica, liberar una sal 0 una composicién farmacéutica de esta durante unas
pocas semanas hasta més de 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica
y de la estabilidad biolégica del reactivo terapéutico, se pueden emplear
estrateglas adicionales para la estabilizacdén de proteina.

Las composiciones farmacéuticas aqui tamblén pueden Induir
portadores 0 exciplentes de fase sélida o de gel. Ejemplos de tales portadores
o exdplentes Incluyen, pero no estdn limitados a, carbonato de calclo, fosfato
de caldo, azlicares varlos, almidones, derivados de celulosa, gelatina y

polimeros tales como polletilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso en la presente
invencién Incluyen composiciones en donde los ingredientes activos estén
contenidos en una cantidad sufidente para lograr el propdsito pretendido, por
ejemplo, la modulacion de actividad PK o el tratamiento o prevencidn de un
desorden relacionado con PK.

Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente efectiva significa
una cantidad de cristales de la presente invenddn o composiciones
farmacéuticas de esta efectivas para prevenir, aliviar o mejorar sintomas de
enfermedad o prolongar la supervivenda del sujeto que esta slendo tratado.



37

La determinadén de la cantidad terapéuticamente efectiva es una
capacidad Inherente de aquellos expertos en la técnica, especlaimente a la
luz de la descripcién detallada suministrada aqui.

Para cualesquier cristales de la presente invencion o composiciones
farmacéuticas de esta utllizada en los métodos de la Invencidn, la cantidad o
la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar Iniclaimente de los
ensayos de cultivos de células. Luego, la dosis se puede formular para uso en
modelos animales con el fin de lograr un rango de concentracion circulatorio
que Incluye un ICsp como se determind en el cultivo de células (es dedr la
concentracién de los cristales de la presente Invencién o las composiciones
farmacéuticas de esta que logra una Inhibidén media mé&dma de actividad
PK). Tal informaddn puede ser entonces utiliizada para determinar més

precisamente las dosls {tiles en humanos.

La toxiddad y la eficada terapéutica de un cristal de la presente
invenclén a una composicién farmacéutica se puede determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos de células o animales
experimentales, por ejemplo, al determinar el ICsy y el LDs (los dos
discutidos posteriormente aqui) para un cistal sujeto de la presente
invencién o una composicién farmacéutica de esta. Los datos obtenidos de
estos ensayos de cultivos de células y estudios en animaies se pueden utiiizar
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para formular un rango de dosls para uso en humanos. La dosls puede variar
dependiendo de ia forma de dosis empleada y la ruta de administracién
utllizada. La formulacién exacta, ruta de administracién y la dosls se puede
escoger por lo médicos Individuales en vista de la condicién del paclente (ver,
por ejemplo, Fingl, et al., 1975, en “The Pharmacologicla Basis oof
Therapeutics”, Ch. 1 p. 1).

La cantidad de dosls y el Intervalo se pueden ajustar Individualmente
para proporcionar niveles de plasma de las especles activas que sean
suficentes para mantener los efectos de moduladdn de la cinasa. Los niveles
de plasma son denominados como concentraciones efectivas minimas (MEC).
El MEC variaré para cada cristal de la presente Invendén 0 una composidén
farmacéutica de este pero se puede estimar con datos In vitro, por ejemplo,
la concentracién necesaria para fograr 50-90% de inhibicién de una dnasa
puede ser averiguadas utilzando los ensayos descritos aqui. Las dosls
necesarias para lograr el MEC dependerdn de las caracteristicas individuales y
la ruta de administracién. Los ensayos o bloensayos HPLC se pueden utilizar

para determinar las concentraciones de plasma.

Los Intervalos de dosis tamblén se pueden determinar utilizando un
valor MEC. Un aistal de la presente invendén o una composiddn
farmacéutica de esta se debe administrar utllizando un régimen que mantiene
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los niveles de plasma por endma del MEC para el 10-90% del tiempo,
preferiblemente entre el 30 — 90% y mds preferiblemente entre 50 — 90%.

En los casos de administracién local o toma selectiva, la concentracién
local efectiva de la droga puede no estar relaclonada con la concentracién de
plasma y otros procedimientos conoddos en la téonka se pueden emplear
para determinar las cantidades de dosis correcta y los Intervalos.

la cantidad de una administraddn de composicién, por supuesto,
dependeré del sujeto a ser tratado, la severidad de la afeccidn, la manera de
la administracién, el juido del médico prescriblente, etc.

La composiddn podria, sl se desea, ser presentada en un paquete o
dispositivo suministrador, tal como un kit aprobado por la FDA; que puede
contener una 0 mas formas de dosis unitaria que contengan el ingrediente
activo. El paquete puede inclulr por ejemplo hojuelas de metal o de plastico,
tal como un paquete de ampollas. El paquete o dispositivo suministrador
puede estar acompafiado por las Instrucciones de administracién. El paquete
o dispensador también puede estar acompaiiado por una nota asodada con
el reciplente en una forma presaita por una agencla gubemamental que
regule la elaboraddn, uso o venta de los farmacéuticos, cuya nota refleja la
aprobadn de la agenda de la forma de la composicién o de la
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administracién humana o veterinaria. Tal nota, por ejemplo, puede ser que ia
etiqueta aprobada por la administracién de alimentos y drogas de los Estados
Unidos para la prescripcién de drogas o de una introduccdn de producto

aprobada.

Las composidones que Incuyen un cristal de la presente invendén
formuladas en un portador farmacéuticamente compatible también se pueden
preparar, ubicadas en un reciplente adecuado, y etiquetadas para e
tratamiento de una condidén indicada. Tales condiclones Indicadas sobre la
etiqueta pueden indulr tratamlento de un tumor, Inhibidén de anglogénesis,
tratamiento de fibrosls, dlabetes, y simliar.

Es tamblén un aspecto de esta presente Invéncién que un cristal de la
presente invendon o una composicion farmacéutica de esta pueda ser
combinado con otros agentes quimioterapéuticos para el tratamlento de las
enfermedades y desérdenes discutidos anteriormente. Por ejemplo, un cristal
de la presente Invenddén o una composiddn farmacéutica de esta, podria ser
combinado con agentes alqullatantes tales como fluoroadio (5-FU) solos o en
una combinadén adidonal con leucoborina; u otros agentes alquilatantes
tales como, sin limitacion, otros andlogos de pirmidina tales como UFT,
capecitabina, gencitabina y dtarabina, y los sulfonatos de alquilo, por
ejemplo, bisulfato (utliizados en el tratamiento de leucemla granuloditica

> HA
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crénica), Improsuifano o piposulfano; adridinas, por ejemplo, benzodepa,
carbocuona, meturedepa y uredepa; etllenciminas y metilmelaminas, por
ejemplo, altretamina, trietiienomelamina, trietilenofosfaramida,
trietlienciofosfaramida y trimetilol melamina; y las mostazas de nitrégeno, por
ejemplo, dorambudll (utiizado en el tratamiento de leucemia limfocitica
crénica, macroglobulinemia primaria y linfoma diferente al de Hodgkin),
ddofosfamida (utilizada en el tratamlento de la enfermedad de Hodgkin,
mieloma miiltiple, neuroblastoma, cincer de mama, cancer de ovario, cancer
de pulmén, tumor de Wiim y rabdomiosarcoma), extramustina, y fosfamida,
novembricina, prednimustina y mostaza de uraclio (utilizada en el tratamiento
de trombodtosis primaria, linfoma diferente al de hodgkin, enfermedad de
Hodgkin y cancer de ovario) y triazinas, por ejemplo, la carbacina (utilizada

en el tratamiento de sarcoma de tejido suave).

Un cristal de la presente Invenddn o una composidén farmacéutica de
esta, tamblén se puede utlizar en combinaciones con otros agentes
quimloterapéuticos antimetabolitos tales como, sin limitacién andlogos de
addo fdlico, por ejemplo, metotrexato (utilizado en el tratamiento de
leucemia limfociica aguda, coriocarcinoma, cidncer de mama, micosls
fungiodes, canceres de cabeza y cuello y sarcoma esteogénico) y teropterina;

y andlogos de purina tales como mercaptorpuirina y toguanina que
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encuentran uso en el tratamlento de leucemlas granulocitica aguda,

limfocitica agua y granulocitica crénica.

Se contempla que un aistal de la presente invencion o una
composicién farmacéutica de esta también se puede utilizar en combinacién
con agentes quimioterapéuticos basados en productos naturales, tales como,
sin limitacién, alcaloides vinca, por ejemplo, vinblastina (utilizada en el
tratamiento de cidncer de mama y de testiculo), vincristina y vindesina; las
epipodofilotoxinas, por ejemplo, etoposida y teniposida, las cuales son dtiles
en el tratamlento de cancer de testiculo y de sarcoma de caposl; los agentes
quimioterapéuticos antibiéticos, por ejemplo, daunorubicina, dexorubicina,
epirubldna, mitomicina (utilizada para tratar cancer de estdmago, cerviz,
colon, mama, vejiga y pancredtico), dactinomidna, temosolamida,
glicamicina, bleomicina (utilizada en el tratamlento de cancer de piel, esdfago
y del tracto genitourinario); y agentes quimioterapéuticos enzimaticos tales

como L-asparaginasa.

Ademds de lo anterior, un cristal de la presente Invendén o una
composidén farmacéutica de esta podria ser utilizada en combinadén con los
complejos de coordinaddn de platino (dsplatino, etc.); Greas sustituidas tales
como hidroxiurea; derivados de metilhidradna, por ejemplo, procarbadna;

supresores adrenocorticales, por ejemplo, mitotano, aminogiutetimida; y
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hormona y agonistas de hormona tales como adrenocorticosteroides (por
ejempio prednisona), progestinas (por ejemplo caproato de
hidrodprogesterona);  estrégenos (por ejemplo  dietilestilbesterol);
antlestrégenos tales como tamoxifeno; andrégenocs, por ejempio, propionato
de testosterona; e Inhibidores de aromatasa tales como anastrazol.

Finalmente, se contempla que la combinadon de un cristal de la
presente Invenddn o una composicién farmacéutica de este serd efectiva en
la combinadén con mitoxantrona o paditaxel para el tratamiento de canceres
de tumor sélikdos o leucemlas tales como sin limitacién, leucemia mielogenosa

aguda (no limfocftica).

La presente Invenddn se Hustra por los sigulentes eJemplos. Se debe
entender que los ejempios particulares, materiales, cantidad de vy
procedimientos deben ser interpretados ampliamente de acuerdo con el

alcance y espiritu de Ia invencién como se establece adelante aqui.



EJEMPLOS

Patrones de difracclén de rayos X (XRD) se midleron sobre un
difractdmetro Scdntag X2 (Termo ARLEcublens, Sulza) equipado con un
goniémetro teta-teta. Los puntos de fusion se determinaron utlizando un
calorimetro de exploracién diferendal TA Instruments 2920 (TA Instruments,
New Castle, DE) con una cazuela rizada estdndar y un indice de
calentamiento de 10° C/min. La higroscopicidad se evalu6 mediante
gravimetria dindmica de sorcibn de humedad (DMSG) utilizando una
Microbalanza de Atmdsfera Controlada (Pharmacdia Corp., Kalamazoo, MI).
Todos los quimicos utlizados estdn disponibles de Aldrich Chemical Co.,
Miwaukee, WI, a menos que se espedfique otra cosa. El N-[2-
(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida se preparé con la base llbre mediante un
procedimiento similar a aquel descrito en el ejemplo 80 de Ia publicacion
internadonal PCT No. WO 01/60814 (Tang et al).

METODOS

Difraccion de rayos X de polvo (XRD). La difraccién de rayos X de
polvo se desarrollé utilizando un Sistema de Difracdén Avanzado Scintag X2
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que opera bajo el Sdntag DMS/NT 1,30a y un soporte I6gico Microsoft
windows NT 4.0. el sistema utiiiza una fuente de rayos X de cobre mantenida
a 45 KV y 40 MA para propordionar emisién CuK(a; de 1,5406A y un detector
enfriado Peltier de estado sélido. La abertura del rayo fue controlado
utilizando hendiduras de divergencia del tubo y anti-esparcimiento 2 y 4 mm
y hendiduras anti-esparcimiento y receptoras de detector de 0,5 y 0,2 mm de
ancho. Los datos fueron recolectados de 2 a 35° dos-teta utliizando un
explorador de etapa de 0,03°/punto con un tiempo de conteo de un segundo
por etapa. Las copas redonda de muestra de acero Inaddable de carga
superior es Sdntag con Insertos de didmetro de 12 mm fueron utllizadas para
experimentos. La droga en masa fue muestreada como estd y se ublco en
una bandeja de muestra sin ninguna preparacidn. Algunas muestras
especificas también fueron molidas a mano en un mortero y pistilo antes de
que se procediera con elios. Los andlisis de datos se completaron utilizando
Origin 6.0 (Soporte Iégico Microcal, Northampton MA).

Gravimetria de Sorcidn Dindmica de Humedad (DMSG). Las Isotermas
DMSG fueron recolectadas sobre una micro balanza de atmdsfera controlada
a temperatura variable. Aproximadamente muestras de 10 mg fueron
utilizadas en la balaza. Las muestras fueron corridas como redbidas como
recibidas. La humedad fue establecida secuenclialmente entre 0 y 90% de
humedad relativa (HR) en etapas de 3% de HR. La masa fue medida
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entonces cada dos minutos. La HR se camblo al sigulente valor cuando fa
masa de la muestra estuvo estable dentro de 0,5 microgramos en 480
segundos. Un programa bésico visual se utilizé para controlar la recolecdén
de datos y exportar la informacién a una hoja de calculo Excel.

Andlisls Térmico. Los datos de Calorimetria de Exploraddn Diferencial
(DSC) se obtuvieron al endurecer la muestra de poivo en una cazuela DSC de
aluminio. Las muestras fueron corridas como redbidas, los tamafios fueron
de aproximadamente 1 mg. Las temperaturas fueron tipicamente exploradas
a 320° C a un indice de exploradén de 10° C/minuto. El DSC fue un
calorimetro TA Instruments 2920. El soporte I6gico de anallsis de los datos

utlliz6 un TA’s Universal Analisis V 1.1 OB.

Los datos de Anilisis Termogravimétrico (TGA) fueron obtenidos sobre
un TA Instruments TGA 2950. Las muestras fueron equillbradas en el TGA a
25° C, con punto de rocio de 20° C durante 30 minutos antes de que el
programa de temperatura inidara. La rampa de temperatura fue de 10°
C/min pero fue explorada bajo condidones de alta resolucidn de las
propledades de TA. Esta técnica disminuye el indice de exploradion cuando
esta ocurriendo una transicién, mejorando la capacidad de los Instrumentos
de resolver los eventos de pérdida de peso Independientes.
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EJEMPLO 2: Preparacdn de la Forma I de Cristal anhidra de sal de
dodo L-mdlico de N-[2-(dietilamino)etil]-5-{(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-
Indol-3-ilideno)metil]-2, 4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida.

Preparacion A: N-[2-{dletilamino)etil]-5-[(S5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-
3H-Indol-3-llideno)meti(]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbexamida (130 mg, 0,326
mmoles) se agregd a 20 mi de metanol, y la mezcla se agitd. Se agregé écido
L-mélico (47,2 mg, 0,352 mmol), dando como resultado una répida disolucién
de todos los solidos. El metanol se removié bajo presién redudda para
produdr un sélido naranja pobremente cristalino. Se agregé acetonttrilo (5
ml), y la lechada se agitd y se calentd durante aproxddmadamente 10 minutos.
La agitadén continué mientras a la lechada se le permitié enfriarse hasta
temperatura amblente de cuarto. Los cristales fueron flltrados y secados,
dando como resultado 149 mg de sélidos (85% de rendimlento de la forma I
del cristal.

Preparacidn B: N-[2-(dietiiamina)etil]-5-[(S-fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-
3H-indol-3-llideno)metil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida se puede
purificar mediante un lavado acuoso pH = 11 antes de la formaddn de la sal
de dcido L-mdlico. Una solucién de la base libre en una mezda de 80 : 20 n-
butanol : agua (v : v) se prepard a 80° C, Después de enfriamiento a 20° Cy
agitar durante una hora, se observé una aristalizadén significativa. Se anallzé
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una muestra mediante PXRD y se encontré la Forma I del Cristal. La
filracién, secado, y comolienda de los cristales dio como resultado un 99%
de rendimiento.

EJEMPLO 2: Preparacion de la Forma II del cristal de la sal de dodo L-
mdlico de N-[2-(dietitamino)etil]-5-{(5-fluoro-1,2-dihidro-2-axo-3H-indol-3-
Hideno)metil]-2,4-dimeti-1H-pirrol-3-carbaxamida.

Los cristales de la Forma I de Cristal de la sal de écddo L-mélico de N-
[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo0-3H-indol-3-llideno)metil]}-
2,4-dimetll-1H-pirrol-3-carboxamida (25 mg) se agregaron a tetrahidrofurano
(2 ml), seguldo por la adidén de agua (250 microlitros). La mezcla se calentd
hasta disolver los cristales. El solvente se le permitié evaporarse durante toda
la noche, dando como resultado cristales de la Forma II del Cristal.

Elemplo 3: Preparacidn de la Forma I de Cristal anhidro de i sal de
dodo L-mdlico de N-[2-(dietlamino)etil]-5-{(5-fiuoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-
indol-3-ilideno)metll]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaxamida de ka Forma I del
Cristal,

Se agregé acetonitriio (aproximadamente S ml) a la Forma II del
Cristal (150 mg). La lechada se agitd y se calentd durante aproximadamente
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10 minutos. La agitadén continudé mientras a la lechada se le permid
enfriarse a temperatura amblente de acuerto. Los cristies fueron secados y

filtrados dando como resultado cristales de Ia forma I del cristal.

EJEMPLO 4: Solubllidad de la Farma I de Qristal de la sal de dddo L-
mdlico de N-[2-(dietitamino)etil]-5-{(5fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-
Hideno)metil]-2 4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida.

La solubilidad de la Forma I de Cristal de la sal de addo del &cido L-
mdlico de N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-
llidenc)metll]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida se determiné por ser 5
mg/ml en agua a 25° C. Esto indica que la solubllidad no debe ser un factor
limitante en la blodisponibilidad del, material.

La descripcién completa de todas las patentes, solicthudes de pantente,
y publicaclones, y material electrénicamente diponible (por ejemplo lo
suministros de aminoacidos del GeneBank y las secuenclas de nucledtidos y
los suministros de las proteinas del banco de datos (pdb) dtados aqui se
incorporan como referenda. La anterior descripcion detallada y los ejemplos
se han dado por daridad de entendimiento. No se deben entender
limitaciones Innecesarias de estos. La Invenddn no estd limitada a los detalles
exactos mostrados y descritos, las varlacdiones obvias para un experto en la
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técnica estaran induidas dentro de la invendon definida por las
reivindicaciones.



) €

Un cristal anhidro que comprende una sal de acido malico de

un compuesto que tiene la estructura:

El cristal de la relvindicacién 1, en donde el addo malico es

4cido L-mélico.

El cristal anhidro que comprende una sal de dddo malico de
N-[2-(dletilamino)etii]-5-[(5-fluoro-1, 2-dihidro-2-ox0-3H-
indol-3-ilideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirroi-3-carboxamida.

Un cristal que comprende una sal de dcldo malico de N-[2-
(dietllamino)eti}-5-[(5-fluoro-1, 2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-
llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida, en donde
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el cristal tlene unos picos de difracdén caracteristicos a
aproximadamente 13,2 y 24,2 grados dos-teta, en un patrén
de difraccién de rayos X de polvo.

El cristal de la reivindicacion 4 que tlene unos picos de
difraccién caracteristicos a aproxdmadamente 13,2, 194,
24,2 y 25,5 grados dos-teta en un patrén de difraccién de

rayos X de poivo.

El cristal de la relvindicacién 5 que tiene picos de difracdén

caracteristicos en un patrén de difracdén de rayos X de
poivo como listd en la tabla 1 para la Forma I de Cristal.

El cristal de la relvindicacién 4 que ademds comprende como
maximo aproximadamente 2% en peso de agua.

El cristal de la reivindicacién 7 que comprende como médximo

aproximadamente 0,5% en peso de agua.

El cristal de la relvindicacién 8 que comprende como mé&dmo

0,2% de peso de agua.
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Un cristal que comprende una sal de dcido mdlico de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-
illdeno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida, en donde

el cristal tiene un punto de fusion de al menos 190° C.

El cristal de Ia relvindicacién 10 que tiene un punto de fusion

de al menos 195° C.

El caistal de la reivindicacién 10 que comprende ademds

como mé&ximo aproximadamente 2% de peso de agua.

El cristal de la relvindicacion 12 que comprende como

mdaximo 0,5% de peso de agua.

Bl cristal de la relvindicacién 13 que comprende como
méximo apraxdmadamente 0,2% de peso de agua.

Un cristal que comprende una sal de dddo mdlico de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dIhidro-2-oxo0-3H-Indol-3-

ilideno)metil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaxamida, en donde
el aistal tHene pikos de difraccion caracteristicos a
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aproximadamente 3,0 y 27,7 grados dos-teta en una patrén
de difraccién de rayos X de polvo.

El cristal de la reivindicacién 15 que tiene unos plkos de
difraccion caracterfsticos a aproximadamente 3,0, 2,1, 14,5,
y 27,7 grados dos-teta en un patrén de difracddén de rayos X
ce polvo.

El cristal de la relvindicacion 16 que tiene picos de difracdén
caracteristicos en un patrén de difracdon de rayos X de
polvo como se lista en la tabla 1 para la Forma II del Cristal.

El cristal de la reivindicacion 15, en donde el cristal absorbe
al menos aproximadamente 5% en peso de agua luego de Ia
exposicidn a 80% de humedad relativa.

Un cristal que comprende una sal de dcido mdlico de N-[2-
(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-

llideno)metil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida en donde
el oistal tene un punto de fusion de m&dmo

aproximadamente 185° C,
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20. El cristal de la relvindicacién 19, en donde el cristal absorbe
al menos aproximadamente 5% en peso de agua luego de la
exposiddn a 80% de humedad relativa.

21. Un método para preparar un cristal anhidro que comprende
una sal de addo mélico de N-[2-(dletllamino)eti]-5-[(5-
fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxamida, el método comprende:

Combinar acido mélico; N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-flucro-1,2-dihidro-
2-0xo-3H-indol-3-llidenc)metil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboamida; y
un solvente; y

Inducir la sal a aistalizar bajo condiciones de cristalizadén que
comprenden uno o mas factores que comprenden: una diferenda
entre las temperaturas Inicial y final de la solucion de aistalizacién de
mdximo aproximadamente 100° C; un indke de enfriamlento de
maximo aproximadamente 50° C por hora; sin semilla; un indice de
supersaturadén de o©dmo méxdmo aproximadamente 10; sin
precipitante; y/o combinaciones de estos.
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El método de la relvindicacién 21, en donde el addo madlico

es ddo L-mélico.

El método de la relvindicadén 21, en donde los uno 0 mas
factores comprend-en: una diferencia entre [as temperaturas
inidal y final de la solucién de cristalizadén de cdmo méximo
50° C; un indice de enfriamiento de cémo médmo
aproximadamente 20° C por hora; un Indice de
supersaturacion de cdmo maximo aproximadamente 5; y/o

combinaciones de estos.

El método de la relvindicadién 23, en donde los uno o mas
factores comprenden: una diferencla entre las temperaturas
iniclal y final de la solucidn de cristallzacién de cdmo médmo
aproximadamente 25° C; un indice de enfriamiento de cdmo
maximo 2° C por hora; un indice de supersaturaddn de
cdmo méximo 1,5; y/o combinaciones de estos.

El método de la reivindicadién 24, en donde las temperaturas
inicial y final de la solucién de cristallzadon son las mismas.
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El método de la relvindicacién 21, en donde & solvente se
selecciona del grupo que consiste de acetonitrilo, metanol,
etanol, Isopropanol, tolueno, n-butanol, tetrahidrofurano,
N,N-dimetiiformamida, acetona, agua y combinaciones de
estos.

El método de Ia relvindicadén 21, en donde el cristal anhidro
tiene picos de difraccion caracteristicos en aproximadamente
13,2 y 24,2 grados dos-teta en un patron de difraccién de

rayos X de polvo.

El cristal de la relvindicacion 27 que Hene picos de dlifracddn
caracteristicos a aproximadamente 13,2, 19,4, 24,2 y 25,5
grados dos-teta en un patron de difracdén de rayos X de
polvo.

El cristal de la relvindicacion 28 que tiene picos de difraccién
caracteristicos en un patron de difraccién de rayos X de
polvo como se lista en la tabla 1 para la Forma I de Cristal.

Un método para preparar un cristal anhidro que comprende
una sal de addo milico de N-[2-(dietlamino)etil]-5-[(5-



31.

32

58

fluoro-1,2-dlhidro-2-oxo-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxamida, el método comprende poner en
contacto un cristal que comprende una sal de acido mdlico
de N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dIhidro-2-oxo-3H-
indol-3-ilideno)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida
con un solvente en el cual el cistal de contacto tiene una
solubilidad sustancial, en donde el cristal de contacto tiene
picos de difracdén caracteristicos a aproxdmadamente 3,0 y
27,7 grados dos-teta en un patrén de difraccion de rayos X
de poivo.

El método de la reivindicadén 30 en donde el aistal de
contacto tene picos de difracdén caracteristicos a
aproximadamente 3,0, 12,1, 14,5 y 27,7 grados dos-teta en

una patrén de difraccién de rayos X de polvo.

El método de la reivindicadén 31, en donde el cristal de
contacto Hene plcos de difraccion caracteristicos en el patrén
de difraccion de rayos X como se lista en la tabla 1 para la

Forma II del Cristal.

°”
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El método de la reivindicaddn 30, en donde el solvente se
selecciona del grupo que consiste de acetonitriio, etanol,

metanol, y, combinaciones de estos.

El método de la relvindicacdn 30, en donde poner en

contacto el cristal con el solucién forma una lechada.

B método de la relvindicaddn 34 que comprende ademés
aghtar la lechada.

El método de la relvindicaddn 34 que comprende ademas
calentar la lechada.

El método de ia relvindicaddn 34 que comprende ademds
remover e cristal anhidro de la lechada.

El método de la relvindicacién 30, en donde el cristal anhidro
tiene picos de difracddn caracteristicos a aproxdmadamente
13,2 y 24,2 grados dos-teta en un patrdn de difraccién de

rayos X de poivo.



39.

41.

60

El método de la reivindicadién 38, en donde el cristal anhidro
tiene picos de difraccién caracteristicos a aproximadamente
13,2, 19,4, 24,2, y 25,5 grados dos-teta en un patron de
difracddn de rayos X de poivo.

El método de la relvindicadén 39, en donde el aistal anhidro
tilene picos de difraccion caracteristicos en un patrén de
difraccién de rayos X de polvo como se lista en la tabla 1
para la Forma I de Cristal.

Un método para preparar un cristal que comprende una sal
de 4cdo mélico de N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-
dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-
3-carboxamida, el método comprende:

Combinar acido mélico; N-[2-(dietilamino)etl]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-

2-0x0-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-1H-plrrol-3-carboxamida; y

un solvente; y

Indudr la sal a cristallzar bajo condidones de cristallzadén que

comprenden uno o mas factores que comprenden: una diferenda

entre las temperaturas inicial y final de la solucién de cristalizacion de
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al menos aproxdmadamente 25° C; un indice de enfrlamiento de

aproximadamente 25° C por hora; colocar semlila; un indice de

supersaturadén de al menos aproximadamente 2; presenda de un

precipitante, y/o combinacién de estos.

12.

43.

El método de la reivindicacién 41, en donde el &cido malico

es 4cido L-malico.

El método de la relvindicadién 41 en donde los uno o méas
factores comprenden: una diferencla entre las temperaturas
inidal y final de la soluclon de cristalizacién de al menos 50°
C; un indice de enfriamiento de al menos aproximadamente
100° C por hora; un indice de supersaturacion de al menos
aproximadamente 5; y/o combinaciones de estos.

El método de la reivindicadén 43, en donde los uno 0 més
factores comprenden: una diferencla entre las temperaturas
Inidal y final de la solucién de cristalizacién de al menos
aproximadamente 100° C; un indice de enfriamiento de al
menos aproximadamente 300° C por hora; un indice de
supersaturacion de al menos aproximadamente 10; y/o

combinaclones de estos.
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El método de la relvindicaddn 41, en donde el solvente se
selecciona del grupo que consiste de metanol, agua, mezclas
de tetrahidrofurano/agua, y combinaciones de estos.

El método de la relvindicadén 41, en donde el cristal tiene
plcos de difracdén caracteristicos a aproximadamente 3,0 y
27,7 grados dos-teta en un patrén de difraccién de rayos X

de polvo.

El método de Ia relvindicadén 46, en donde el cristal tiene
picos de difraccién caracteristicos a aproxdmadamente 3,0,
12,1, 14,5, y 27,7 grados dos-teta en un patrén de difraccién

de rayos X de polvo.

El método de la relvindicaddn 47, en donde el cristal tiene
picos de difraccdn caracteristicos en un patrén de difraccén
de rayos X de polvo como se llustra en la tabla 1 para la
Forma II del Cristal.

Una composiddn que comprende cristales anhidro que
comprenden una sal de dddo mdlico de N-[2-
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52.
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(dletilamino)etil]-5-[(5-fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-Indol-3-
ilideno)metil]-2,4-dimetii-1H-pimol-3-carboxamida.

La composidén de la relvindicacibn 49, que comprende
ademds un exciplente.

Una composicion que comprende cristales que comprenden
una sal de 4cddo maélico de N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(5-
fluoro-1,2-dihidro-2-oxo-3H-indol-3-llidenc)metil]-2,4-dimetil-
1H-pimol-3-carbo@amida, en donde los cristales tienen picos
de difraccién caracteristicos a aproximadamente 13,2 y 24,2
grados dos-teta en un patrdn de difraccién de rayos X de
polvo.

Una composicidn que comprende cristales que comprenden
una sal de addo malico de N-[2-(dletilamino)etil]-5-[(5-
fluoro-1,2-dlhidro-2-ox0-3H-Indol-3-llideno)meti(]-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxamida, en donde los cristales tienen un
punto de fusién de al menos aproximadamente 190° C.

Una composicién que comprende cristales que comprenden
una sal de acddo mdlico de N-[2-(dietilamino)etll]-5-{(5-



fluoro-1,2-dthidro-2-oxo-3H-Indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetll-
1H-pirrol-3-carboxamida, en donde los cristales ienen picos
de difraccién caracteristicos a aproximadamente 3,0 y 27,7
grados dos-teta en un patrdn de difracdén de rayuos X de
polvo.

Una composicién que comprende cristales que comprenden
una sal de acido mdlko de N-[2-(dietilamino)etil]-5-{(5-
fluoro-1,2-dihidro-2-ox0-3H-indol-3-llideno)metil]-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxamida, en donde los cristales tienen un
punto de fusion de, m&Imo aproximadamente 185° C.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratedo de Cooperacién en Materla de Petentes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superiniandencia de Indusiria y Comercio, se le comunica
que:

0 La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la palente del
Inventor al solicitante o a su causants. (Art. 28-k) Decisldn 486).

0 La soliciiud no contiene el poder debidaments otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por loa
articidos 83 y subsiquisnies del Cddigo de Procedimiento Civil. Adicdonalments, debard presentar el
documento que acredita la axistencia y representacion legal de la sociedad solicitants, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumpimiento de lo dispuesto por el articulo 38 de la Decisién 486, a8 le requiere para que dentro de!
término de dos meses sigulentes a la fecha de nolificacién del presente oficio, complets los requisitos
anterlorments enunciados. En caso de no dar cumplimienio al presente requerimiento, la soiiciiud se
considerard abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquesa el presenta oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 52, iteral e), del capftulo quinto del
titulo primeco de la Clrcudar Unica N° 10 de 2001.

13 FEB. 2004
El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lsta de fecha,
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