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FORMULARIO UNICO DE SOULICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE
@ Xl Patente de Invencién. [] Patente de Modelo de Utilidad.
Xl Capitulo . (1 capitulo iI.

Nombre: PHYTOPHARM PLC
sociedad conslituida y existente baja ias
leyes de Reine Unida,

SOLI((::’II;ANTE IDENTIFICACION
Direccién: Corpus Christi House,
8 West Street, C.C. [ NIT L]
Godmanchester, C.E. |:| Otro D
Cambridgeshire PE289 ZRY,
Reino Unidg Cual
Nimero

Domicilio: Gadmanchester,
Cambridgeshire,

Reing Unido
Nombre:  EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrara 4. No. 72-35 cC NIT D
Teléfong: 347 36 11
REPRESENTANTE [~ 21188 50 CE L] ore O
0 APODERADO E-mail; clientes@eamyp.com. Cual
Domicilia: Bogota, Colombia. Namero 438.019 T.P 31.929

1. Peter David TIFFIN
Phytopharm PLC,
Corpus Christi House,

INVENTOR (ES} 9 West Street,

©

(72) . Godmanchester,
Cambridgeshire PE29 2HY
Reino Unido

PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/GB2005/004266 Fecha: 4 de noviembre de 2005.
Publicacién Internacional No. WO 2006/048665 A2 Fecha: 11 de mayo de 20058

Titulo (54)
COMPUESTOS QUIMICOS

Clasificacién Internacional (51) C07J 000/000, REAK. 3156, pe4T 3/04.

O[] &

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Salicitud
siX ~nold GB 5 de noviembre de 2004 0424528.8
@ Comprobante de pago No.: §7-42.920 Fecha: 29 de mayo de 2007
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 482.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacidn de prioridad. '

Docurnento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

FPooeres, si fuere gl caso.

Documento de cesion dal inventor al solicitante ¢ a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicacioneas, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional a! castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion def examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia dei contrata de acceso.

De ser el case, documento que acradite la licencia o autorizacién de uso de conogimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser &l caso, certificado de depdsito del material bicldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de palente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular 0 su causante, relacicnadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXQS

FIGURA CARACTERISTICA

N

@

Solicito la concesion de la patente,
NOMBRE: . EMILIQ-FERRERO

Cr -
FIRMA: 2t koo o
C.C. 438.018 de Usaguén T.P 31829

MSM
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2006/048665 A2
Descripcion:
Paginas 50 en el idioma original
Paginas 33 en espafiol
Reivindicaciones: Numero (s) 66

Figuras: Nimero (s) 38
2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. XJExiracto de publicacién.

o
NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA

FASE INTERNACIONAL
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NOTARIAL CERTIFICATE ot Ly of

0>~ THSES
BE T KNOWN 744

" ihat |, JOHN EDWARD FEW, of 8 The Meadow, Saint Ives, Cambridge, PE27 4LG, England, a duly

authorised Notary Public, CERTIFY as fellows:

| was present at 8 The Meadow, Saint lves, Cambridge, PE27 4L G, England and did see Daryl David
Rees (identified by UK Passport No 080039690) and Zoe Karen McGowan (identified by UK Passport
No 450169166) the persons named in the document annexed hereto as a Director and the Company
Sacretary, respectively, of Phytopharm PLC, sign the said document on behalf of the company and that
Phytopharm PLC is a company which exists under the laws of England and Wales, that the power of
attorney was executed for the purposes of the company, and that the said signatories are authorised to
bind the company.

SIGNED and SEALED by me at Saint ives, Cambridge, England on the 19th day of December 2008.

o Frotocol Number:
W | o6 z,“e_g.

John E Few
Naotary Pubtlic }
- ,?%
JOHN E FEW, NOTARY PUBLIC, 8 THE MEADOW, SAINT WVES, CAMBRIDGE, PE27 4LG, ENGLAND PAGE 1

TEL +44 1480 301558 F +44 1480 487674
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AFOSTILLE
(Hague Cunvention of § October 196) 7 Convention de La Haye du § ociogbre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom of Great Brizin and Northers Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Breiagne et §” irlande du Nord
This ublic documen / Le présent sele public

1. Has been signed by J E Few
a é1¢ signé par

3. Actingin the capacity of  Notary Public
agissant en qualité de - .

4. Bears the seal/siamp of  The Sald Notary Fublic
st revéty du sceausirnbre de

Cerifisd/Attesté
5 afLondow'a Landres 6. thele 21 Decemher 2006

7. by Her Majesty's Prancipal Secrelary of State for Foreign and Commonweaith Affairs /
par le Secrétaine d'E1al Principal de Se Majesié aux Affaires Etrangéres €1 du Commonwealth, .

8. Number/sous Nc; ) H240138

(=Rl
. L -
54
o 28F
‘FT3r ”
A L0
[ )
Cozw
Tnd S
] 033"
Far e Secretary of Staie / Pour le Secrétotre d Flaly: 3 703 ¢
U 0w e
¢aod Prsi
e -\ -

I this dutumen.l is to be used in a country which is not party 10 the Hagne Conventiog 515 GCtGher.
1961, it should ke presented to the consular section of the missien represending that couniry. An .
apostilic of lepalisation certificate only confirms that the signature, seal or stiamp on the document is Lt

genuine. [t does not mean that the conlents of the document are comeet or that the Foreign & ER 179
Commonwealth Office approves of the canlents. - ,
B nKI *
SOARERA AW 7205
BOGOIA, 8. cOLOMEIL

. Represenacion ¥ Poder ¢con ¢

§ V!
Modelns de utiligagd, Yisenns
nombres comerciales, engeq

Represeatatian gng Povery

cerlificate for palents, uality
(’radcmlrks. omimercigl papy
licenses,
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EDIFICID SISKI
CARRERA 4" N* T25
BOGOTA. 8 - COLOMBIA

REPRESENTAC!ON Y PODER

3

-"\ff’(?' ds 2 loteeisaTi /fi rot ﬁf‘l{u.f‘

Representacién y Poder con certificado consular para patentes,
madelos de utilidad, disefios (ndustriales, marcas de fébrica,
nombres comerciales, ensefias, lemas comercigles, licenclas.

Representation and Power-of- Attorney with  consular
certificate for patents, utility wmodels, industria) designs,
trademarks, commercial names, trade emblems, slopans,
licenses.

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Ya (nosotras), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

Vhoy to pliawmas PLC

domicitiado (s} enfof

&b b tos

Wwiled Wingden (GR)
Hereby rat:ify the patent appl, No, U6

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. ]I929; GONZALO
PERDOMQ, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DEPAEZ, tpa. 23555 y GERMAN
CAVELITER, tpa, 832, domicilisdos en la Caurrerz 4* N* 72-35, Bogatd,
Colombia, en obedecimiento a o dispuesto en el parégrafo 17 det Articule 543
del Cédigo de Comercio, ¢] primero comao principal y los demés como
suplentes, en tn orden, como mis (nuestros) representantes en todos Ios
asunins de propiedad industal con facutied para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciates. El primer representanie
suplente reemplazard al principal en caso de ausencia o impedimenio temporel
o definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuande el sepgundo
representante suplente haya de reemplazar al primero, o ¢l tercero al segundo.
En tales casos, ¢} representante principal, o ¢! primero, o segundo suplenic, en
su caso, o ambos, declarardin su intencién de no ejercer la representacién
mediante dectaracibn autenticada por Notario Pablico en Colombiz, o por
WNatario u otro Funcionario Piblico, o Cénsul de Colombia, en ¢l extranjero;
y $i se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si algunao de los
namhrados fattare definitivamente, el siguiente tomard su lugar. Cuando cesare
e susencia o impedimento del representante principal, o de su primero o
segundo suplentes, en su caso, podrén ejercer 1a representacidn, en su orden,
una u atros segun ¢l caso, asumiéndola por el solo hecho de gjercerla, cesanda
en esc momento el gjercicio de la representacin por el pimero, segunda o
tercer suplente en su caso,

Ademis, confiero (canferimos) poder a los shogados amibs nombrados, pan
oblener Ia proteccidn de mi (nuestra) propiedad industrial y contra a
competencia desleal, 2 cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos apoderadas
para que me (nos) repredeniten ante cualesquicra entidades o personas, ¢jerzan
o no junsdiccién, especinlmente ante las de) orden epdministrative,
contencioso-administraive y judicial, 2sf como Jos tibunales de arbitramentn,
en todo Jo concemniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de
invencitn, modelos de utilidad, y disefios industriales; ¢l regisup de marcas de
fibrica, colectivas, defensivas, de senvicio, lemas comerciales, nombres
comertiales, ensedas, variedades vepetales y denominaciones de origen; su
renovacion, traspasa, cambio de nombre o domicilio, cancelacidn volunuaria,
y ¢} registro de licencias de uso de esos derechos; b} Las acciones de
competencis  desleal, prowccibn de!  consumidor, oposiciones u
cbservaciones, cancelacion administrativa y judicial, nulidad, medidas
cautelares, concesion de licencias, l2 rlela, Ja proteccidn de secretos
industrigles, y en general los juicios civiles, penales, administrativos o
contencioso-administrativos relacionados con estos derechos; acciones y
Pracesos que promovamos 0 Sc nas promuzvan, Y pam que en todas las
asuntos arriba determinados, puedan sustitufr este mandato, transigir, conciliar,
admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar
los actas de agentes oficiosos,

Dado y firmado hoy/Given and signed this

ewin w m

256 filed by/Emilio Ferrerc on Nov,24,2006,a

in due compliance with the terms of pamgraph st. of article 543 of the
Commercizl Cade, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 11929;
GONZALQ PERDAOMO, tpa. 811; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 21555
and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled a1 Camrera 4* N* 72.35,
Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as slicrnates, in the order
of their appaintment, as our representatives for all industrial property matters
with faculty o reecive notifications and to appoint atiorneys in and ow of
Court. The first alternate shall replace the principal in case of his absence or of
temporal or definitive impediment The seme rule will apply when the second
altemate representative is to replace the first one, or when the thind is to replace
the first or second alternates in their nun, or both of them, sccond. In such
cases, the princips! representative, or the first or second sitemates in theit turn,
ar both of them, shall state their intention no1 to act as representatives through
a declarstion given before a Notary Publit in Colombia, or before a Notary or
another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in case of
impediment, the appropriate certificate shall suffice. Tf any of the appointees
were to be definitely absent, the following alternate chall take his place. When
the absenice or impediment of the principal representative, or of the first or
second zltemate in their tumn ceases, the representation can be taken again in
their sequence, by the principat, the first ar second alternate depending an case,
and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the representation
by the first, second or third alternates in their tum shall end et such time.

in addition, we grant a Power of Attomey in favor of the abave-named
attameys-at-law so that they may obtain the protection af my (our) industrial
praperty and against the unfair competition, for which purpase | (we) autharize
the said attarmeys ta represent me (us) befare any sutharities or persons, with
of withows pmisdiclion, specially thase administrative, sdministralve contentious
and judicial, as well as before Arbitmation Court, in all matters concerning the
following: #) Obtainment of patents, utility models and industrial designs; the
regicmation of trademarks, collective, defensive and service marks, siogans,
eommerciz! names, frade emblems, vegetal vanicties and denominations of
arigin; its rencwal, assignment, change of name or domicile, voluntary
cancellation; and the registration of licenses of use of the gbove rights; b)
Actions of unfair competition, protection to the consumey, opposilions or
observations, administrative or Court cancellation, nulmy.mfnngunem. granting
of licenses, the action for writ mandnmus, the protection of trade secrets, and
in general the civil, penal, and admlmsmtwe suits relating 1p those rights;
actions and suits institued by me (us) or against me (us). And that in all the
sbove matters they may substitute this Power of Auomey. compromise,
conciliate, admit the facts of the case, desxst, cancel, receive, resign, and ratify
acts done by representatives without a power of attorney,

¥

por/by

p -(- QlealuA..e
LA VISTYA

Firtna

CAVELIER ABOGADOS
WPPODES2-179 (MINUTA N* 12.1.1.2.5)

By: .

PHYTOPHARM PLC

(Wjma

BELPOTESD [E DiNaA
NOTARIO

Name: Dw L K
Position:

1LECAR.



AUTENTICACION

El Sefior Cdnsul de Colombia debe expedir un certificade consular

_scbre (1) la existencia legal de la cormpaiiia que otorga el pader, (2)

que ésla ejerce su objeta social, y (3} que 1as personas que otorgan
€l peder estin 2utorizadas para darlo. A este efecto 1es solicitamos
que muestren a) Sefior Cénsul las pruebas que aereditan esos hechos

(@D y(3).

AUTHENTICATION

The Colombia Consul must issue a consular certificate, on (1} the
legal existence of the company which grants the Power-of - Attorney,
(2} that itis in actual exercise of its company purposes, and (3) that
the persons who execute the Power of Aftomey is zutarized to do so.
To this effect, please show the Consul the evidence 10 prove the above
facts (1), (2) and {3).

e

F EOMO MGIARG SEXTL oo
DE 80GUTA, HAGA GoMGTamN o
HFCIocapia cameiog coms oy

&

ML RIS LA

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segin los erticulos 65 del C. de P.C. y 480 de) €. de Co., si el
poderdante es una saciedad, el Sefiar Consul debe certificar que tuvo a la vista 1as pruebas de su existencia, que ejerce su objeto
social y que quien canfiere ] poder 5 su representante.
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TRADUCCION OFTICIAL 071/2007 DE UN DOCUMENTO RSCRITO FN TNGLES Y
EN ESPANCL DE ACUERDO CON FL CUAL PHYTOPHARM PLC., EMPRESA
DOMICILIADA EN GODMANCHESTER, REINO UNIDO (GRAN BRETANA) POR EL
CUAL RATIFICA LA SOLICITUD DE PATENTE 06119256 PRESENTADA POR
EMILTO FERRERO EL 24 DE NOVIEMBRE DE 2006 Y OTORGA PODER A EMILIO
FERRERO, TPA 31929, GONZIALO PERDOMC, TPA 831; LUZ CLEMENCIA DE
PALZ, TPA 2355% Y GERMAN CAVELTER, TPA 832.

EFXPEDIDO ¥ FIRMADO HQOY 19 DE DICIEMBRE DE 2006 EN SAINT IVES,
CAMBRIDGE, INGLATERRA

FHYTOPHARM PLC

FIRMADO: (ILEGIBLE)

NOMBRE ILEGIBLE. CARGO DIRECTOR

CERTIFICACION NOTARIAL

A quien corresponda:

Yo, JOHN EDWARD FEW, de B8 The Meadow, Saint Ives, Cambridge,
PE27 4LG, Inglaterra, notaric pOblico debidamente autorizade,
certifice lo siguiente:

Estaba presente en 8 The Meadow, Saint Ives, Cambridge, PE27 4LG,
Tnglaterra y vi a DARYL DAVID REES { identificado con Pasaporte

del Reino Unidc 060039%8%0) y a Zoe Xaren McGowan (identificada

con Pasaporte del Reino Unido 4501691 & 9 e EE SONBSe
3 BOGE eree FL SIRTulO
J}Fﬂmccpifrc‘:'a'::gﬁ‘{é‘ HSTAR GUE LA 4

mencionadas en el documentc adjunto como directon

piodst
la compaifila, respectivameante, de PHYTOPHARM I
compafiia que eriste bajo,las leyes de Inglaté?ia y Calash™ drrgme
poder fue firmado de acuerdo cecn el objeto social de la compafiia
¥y que dichos signatarios estén a@torizados para comprometer a la
compaiia.

Firmedo y sellade poer mi en Saint Ives, Cambridge, Inglaterra el

19 de diciembre dé 2006. JOHN E FEW, notario pubiico
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Nimero de prectocole NO6225

SELLO REALZADQO CON LEYENDA ILEGIBLE

JOEN E FEW, NOTARIO PUBLICO, 8§ THE MEADOW, SAINTIVES, CAMBRIDCGE,
PE27 4LG, INGLATERRA. TEL- +44. 1480 301558

DATLLAS, TEXAS, 17 DE MAYO DE 2006.

APQOSTILLA
(CONVENCSION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
1. PAIS: REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE
Este documento publice
7. ha sido firmado por J E FEW
3. guien actua en su calidad de NOTARIO PUBLICO

4. lleva el'sello/eﬁtampilla de DICHO NOTARIO PUBLICO

CERTIFICADOC
5. en Londres &, 1 21 de diciembfe de 2006
7. por el Secretaric de estado principal de Su Majestad para
asuntos extranjercs y de la comunidad.
.

8. H240138 N

9. Sello/estampilla: OFICINA EXTRANJERA YoOUDps

LONDRES Jﬂﬂ
10, Firma: T. BISSELL

Si este documentc va a usarse en un pais que'
Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1967, ””“ﬁé%amffﬁ%é;
Ante la seccidn consular de la misidn gque representa ese pails.
Una apostille ¢ certificade de legalizacidén soéle confirma que la
Firma, sellc o estampilla sobre el documesnto 25 genuina. No
Significa que el contenido del documento sea correcto ni gue la

Oficina de Asuntos Extranjeros v de la Comunidad aprﬁebe su

Contenido. Bogota, 27 de marzo de 2007. élﬂ“*“i*CEﬂﬁhazﬂ ’lkf

Edparde Ceiodo KCogue—
'TRADUCTOR OFICIAN
INGLES - ESPAREY  INGLES
Red. 541. Fabrurc s If7s
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT

lnn,rmuan.ﬂ Burgan

LT lnicrnulinnal Publicatfon Dale
11 May 2006 {11.05.2006)

d iﬂlIII!HHlH\HNIHlﬂilﬂllﬂﬂl\ﬁ\!iH\HHIIlliilliﬂl\ﬂllhllllﬁl?!ll]lf!ilﬂlﬂill

{10) Enternational l’uh]n.atum Numhcr

WO-2006/048665 A2

' (Sl)ﬂ_hllurnnlinna] Patonl Clussiliculinni:

e
lnlunuuun.ll Applicntion Nuimnber:

TPCTHGRI0S0N266

co?y

Internationnd FidingsDuie:
4 November 2005 (04.11.200
'\\

Fitiag Longuage: \\.\ Bnflish’
{26) Publication Languape: \-u\‘ aglid
(31 Priorily Doin: v 'V"m\
(4245288 5 Movermnber 200 (051 1.2004):
1 Appilleunt (for aff de.s'ignmcd;.&‘r;t& except US) PHY-

TOPHARMPLC |GB/GBL: Corpus Christ Honse, 9 West
Street, Godmanchester, Cambridgeshire PE2G 2N Y (GR).
-
(72} Invealor; and ’
(75 InventoctApplicant (for US oidy): TIEFIM, Peler, David
[GR/GR], Phytopharm PLC, Corpus Christi House, § Wiest
Street, Godhanchester, Cambridpashire P19 211Y (GB).

(74) Aperd: RIVOWRN, David, Leslic: Huseltine Like, Redelil
Quity, 120 Redcliff Strecy, Bristol BS1 6HU (GR).

0 0 A

(813 DLS n.\ltd Stats (lmb 5y mhr’nlnr m(!.t: ;J!fd Jor evenry

AGE, GH. GM. 1R, HU, TD, I, TN, 18, IP, K&,
KN, KPP KR, KZ, LC LK, LR, LS, LT, E1. Ly,
A, MD, MG, MK, MN, 5TW, MX, MZ, NA, NG, N,
NO, NZ, OM, PG, B, PL, PT, RO, RU, SC, 81, 8B, 8G.,
SK, 8L, SMLSY, T3 TML TN, TR, 1V, TZ, UA, UG, LS,
UZ, VC, VN, YU, ZA, IM, ZW,

Designoled Siales funtess mbienvise andicated, for evary
kind of repionct projecrion uvailable): ARIPO (BW, GH,
GM, XE, L3, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW Harssiun { AM. AZ BY, KG, KZ, MD, RU, T3, Th3,
Curapean (AL, BE, BG. CIHL, CY, C7, DE, DI, CE, TS, FL

\ IR, GB, GR, ITU, T, IS, IT, LT, LU, TV, MC, WL, PI..PT

“I{O SE, 51, 5K, TRy QAPIBE BI, CF, CG, CL CM, Ga,
G GQ‘LTW ML, MR, NTZ, 5N, TD, TG
Puthlished: \"-.‘ ‘.'

S 3 .
withaut feriiianagl yedrch repont and to be iepabdished
. . S
wpon yaceipt af thar repion

v . " -
Fau twe-tetier codes aiyd pther abbreviations, refer wo e “Guid-
wiee Notes on Codes and Abhreviciiony” “Pﬁ‘ff"ﬁ"g g the g ine
wing of each regidar ivsae of the PCT Gorenés.,

hae

-‘k

——

(54) Tith: CHEMICAL COMPOUNDS

WO 2006!048665 A2 OSSR VTG

{571 Absiruel: The invention pravides sarsasupogein in novel amorphous, coysutiline, solvated und hydrated Farms, and the nse
thersal in munufactaring pharmacewtical or edible prade sarsasupogenio ond s dervutives.
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WO 2006/048665 PCTICBI005/004266

CHEMICAL COMPOUNDS

Field of the Invention

The present invention rclates to novel amorphous and crystalline forms of
sarsasapogenin and its hydrates and solvates.

Baclsround to the Invention

It iz ‘well established that some organic compounds can crystallise in a number of
different polymorphic forms or crystal habits, which may comprise the compoumnd as
such, sclvates of the compound, hydrates of the compound, or combinations thereof

Aliematively, the compound, solvate or hydrate may precipitate as an amorphous selid.

The stability and bioavailability of the drug product -may vary according to the
pelymorphic form present. The choice of crystel form is thus a critical aspect of drug
development (Brittain, Pharm, Tech. pp. 50-52, 1994; Yu et al, Pharmn, Sci, Technol.
Today, 1, pp. 118 to 127, 1998; By et al., Chem. Mater. 6, pp. 1148 to 1158, 1994,

Bym et al., Pharm, Res. , 12, pp. 945 to 954, 1995; Henk et al., Pharm. Ind. 59, pp. 165
to 169, 1997).

Sarsasapogenin is an A/B-cis spirostane steroidal sapogenin having the struetire:

Derivatives are known, of which there may particularly be mentioned esters formed
with the free OH group at the 3-position carbon atom in the A (left hand end) ring, for

example carboxylic acid esters such as sarsasapogenin acetate.
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Sarsasapogenin and its derivatives have been identified as valuable thefapeutic agents in
buman and veterinary medicine and in non-therapeutic human and non-human animal
treatments. See, for example, US Patent No. 4680289 (use of sarsasapagenin against
obesity and diabetes obesity syndromes); Yi et al, Synthesis and Applications of
[Lotopically Labelled Compounds, 315 to 320, 1997 (Ed, J R Heys and D G Melillo}
{use of garsasapogenin against semle dementia), WCO-A-99/48507 {use of
sarsasapogenin against conditions characterised by a deficiency membrane-bound
receptor nmumber or function), WO-A-01/23406 and WO-A-01/49703 (use of
sarsasapogenin  derivatives against cognitive dysfunction apd allied conditions,
mcluding non-therapeutic use to enhance cognitive function in mentally healthy humans
and ammals); and WO-A-02/079221 and WO-A-03/082893 (use of sarsasapogen and
derivatives thereof apamnst non-cognitive opeurodecgeneration, non-cognitive
neuromuscular depeneration, motor-sensory neurodegencration and loss of receptor

function in the absence of cognitive, nsural or neuromuscutar impairment).

In addition, sarsasapogenin is known as an important precursor in the manufacture of

other steroidal compaounds,

It has been reported that reerystallisation of sargasapogenini {rom acetone gave large
prismatic crystals with a melting point of 199-199,5°C (Simpson and Jacobs, J. Biol
Chem,, 103, 501 to 510, 1934),

Reerystallisation of sarsasapogenin from acetone gave 2 product with a melting point of
196.5-200°C, which was unchanged on crystallisation from alcoho]l (Simpson and
Jacobs, J. Biol. Chem., 109, 573 to 584, 1935). These authors reported that the melting
point of the product obtained upen recrystallisation from ethy! acetate possessed a
melting point of 194-195°C and attrbuted this to polymorphism since elemental

analytical data was consistent with the molecular formula Cz7Haq0s.

In J 4Am. Chem. Soc. pp. 846 to 851, 1939, Marker et al. reported a melting point of
200°C for sarsasapogenin.
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Marker ef al. (J. Am. Chem. Soc. 65, pp. 1199 to 1209, 1943, at p. 1207) reported that
sarsAsapogenin acetate shows polymorphic forms melting at 126-129 and 138 to 142 °C.
The melting point of sarsasapogenin from a number of sources was always in the range
199-202°C. However, the recrystallisation solvent was not stated and the article made

no mention of polymorphic forms of sarsasapogenin.

In J Am. Chen. Soc. 77, pp. 5661 to 5665, 1955 Wall er of reporied that
sarsasapogenin crystallised as pluies from acetone with a melting point of 200°C.

Scheer et al. crystallised sursasapogenin ethyl acetate from light petrolemn and

observed a melting point of 198-199°C (Scheer ef al., J. Am. Cham. Soc., 77, pp. 641 io
g46, 1953),

Wall et al, {(J. Bial. Chem., 198, pp. 533 to 543, 1952} reported the melting point af
sarsasapogenin to be 200°C. However, the recrystaliisation solvent was not stated. The
paper reported that the use of a Kofler microscopic melting point apparatus having
polarizing disks allowed for the ¢rystal form or habit to be observed, No mentioned

was made of polymorphism but the impact of impurities upon the melting point was
neted.

Parsons er al. (Hemry Ford Hosp. Med Bull, 12, pp. 87 to 120, 1964) described a
specific crystalline form of sarsasapogenin by X-ray powder diffraction (XRPD). From

the data presented it cannot be concluded that this form corresponds to any of the forms
descrined herein.

. The prior art publications acknowledged above are incorperated herein by reference.

Depending on the administration route desired in the therapy, it may be desireble to
improve or at least conirol the stability and water solubility of the sersasapogenin, to

obtain a desired bioavailability profile. Furthermore, it can assist the manufacturing or
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purification process if the stability and water solubility of the sarsasapogenin can be
controlied,

In principle, the water solubility of polymorphic forms of an organic compound is not
necessarily the same for ali forms. Therefore, the use of specific crystalline forms or
habite can offer useful control of the water solubility, In the case of sparingly water-
soluble compounds such as sarsasapogenin, even a slight adjustment lo the water-
solubility by means of an adjustment to the polymorphic form can offer useful

processing or biclogical advantages.

We have examined cemmercially available sarsasapogenin and have found that it ocours

in a specific crystalline form, which we have characierized as form B.

Figure 1 of the accompanying drawings shows an XRPD paftern obtained at A = 1.5406
Angstroms, Figure 2 shows a differential scanning calerimetry (DSC) trace, and Figure
3 shows a themogravimetric analysis (TGA) trace, ali obtained from a sample of
commercially available sarsasapogenin  cbfained from  Steraleids, Inc.

(www.steraloids.com). This is an example of form B crystalline sarsasapogenin.

The XRPD pattern was obtained using a Bruker C2 diffractometer equipped with a
XYZ stage, a laser video microscope and a HiStar area detector. Typical collection
times were 200s. The sealed copper tube (Cu Ka radiation: 1.5406 Angstroms) veltage
and current were set at 40 kV and 40 mA respectively, The }{-ray.optics on the C2
apparatus consisted of a2 single Gobel mirror coupled with a pinhole ecllimator of 0.3

m diameter. The beam divergence {effective size of the X-ray spof) yielded a value of

approximately 4 mm.

Brief Pescription of the Invention

The present invention is based O_P our surprising finding that new crystalline forms of
sarsasapogenin can be prepared and that a novel amorphous form of sarsasapogenin is

expected to be preparable. In particular, but not exclusively, we have found that
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sarsasapogenin shows a great propensity to crystallise as new solvates or hydrates, with
organic salvents or water respectively.  Crystailisation with both one or more organic

solvent and water has alse been observed, and the expression “solvate” used herein

includes such forms.  Furthermoere, the  properties of these movel forms of

sarsasapogenin offer suvbstantial advantages in the manufacture and use of

sarsasapogenin and its derivatives (for example, the 3-esters).

According to a first aspect of the present invention, there is provided sarsasapogenin in

crystatling form H (non-lydrate, noo-solvate) or in the form of a crystalline solvate or
hydrate.

The crystalline sarsasapogenin may be in any one or more of crystalline forms A, C, D,

EFGHILLEKLMN QP Q,R, Genl, Gen2 , Gen3 and Gend as defined herein,

Certain ones of these crystalline forms are solvates, and certain ones are hydrates, as
discussed in more defail below,

Thus, according to a second aspect of the present invention, there is provided
sarsasapopenin solvate, preferably in erysialline form, The organic solvent used may
be selected from those indicated below or other oiganic solvents or any mixture or
combination thereof. The term “organic solvent” is not intended to be restricted to pure
solvents or to solvents in which sarsasapogenin is highly soluble at room temperature.
It includes, for example, other organic compounds which are liguid at temperatures
achicvable without degradation of the sarsasapogenin, organic compounds which can be
taken up into the sarsasapogenin erystal structure on slurrying the orystals with the
compaund in [iquid form, and mixtures of such compounds. Generaliy speaking, the
criterion is that sarsasapogenin should be able, without undue difficulty in the prevailing
laboratary, pilot or commercial environment, to be dissolved or suspended in the
organic snivent material and precipitated (and preferably crystallised) therefrom, or ic

be slurried in crystal form in the organic solvent materiat.
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Furthermaore, according to a third aspect of the present invention, there is provided
sarsasapogenin hydrate, preferably in crystalline form.

According to a fourth aspect of the present invention, there is provided amorphous
sarsasapogenin.

These novel forms of sarsusapogenin and associated methods therefore offer enhanced
contro} of the preparation of pharmaceutical or edible grade sarsasapogenin, and the

possibility of preparing phammuceutical or edible grade sarsasapogenin with improved

delivery and bicavailabiliiy characleristics.

The crystalline or amorphoeus matedal of the presenl invention may be present
substantially free of other forms of sarsasapogenin and/or substantially free of other

steroidal sapogenins and/or sterpidal saponins.

The crystalline or amorphous matertal of the present invention may preferably be
present in at least about 50% by weight pure form, for example at least about 70% by
weight pure form, for example at least about 80% by weight pure form, for example at
least about 85% by weight pure form, for example at least about 90% by weight pure
form, for example at least about 95% by weight pure form, for example at least about

§7% by weight pure form, for example at least about 98% by weight pure form.

The materials according to the present invention may be present in any suitable
physical form, for example as an isolated dry sohd, which may be flowable or nog-

flowable, an isolated wet solid, or in a liguid medivm such as a-crystal slurry.

Any of the materials according to the present inveniion may if desired be present in
admixfure with one or more cther materials according to the present invention, another
form of sarsasapogenin, any other biologically active material, any biclogically inaciive
material, or any combination thereof. The said other form of sarsasapogenin, when

present, may be crystalline form B.
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The present imvention further provides methiods of adjusting the crystalline form of
sersasapogenin between the forms A, B, C, D, EF, G H, LJ K, L, M, N, O. P, Q, R,

Genl, Gen?, Gen3 and Gend, methods of adjusting the form of sarsasapogenin between

its amorphous and crystalline forms, and methods of adjusting the hydration or

solvation level of sarsasapegenin.

The present invention also provides methods for preparing the materials of the present
invention, preferably by precipitation ffom a solurion of sarsasapogenin in an
appropriate organic scivent or solvent mixture, optionally in the presence of water.
Such a methed may include the use of crystallisation modifiers, as will be known to
those skilled in this art. This precipitation method can be used to punify sarsasapogenin,
In cases where the precipitated material is a solvate or hydrate, this may be converted to

wsolvated and unhydrated sarsasapogenin by further steps.

The present invention therefore further provides a method for purification of
sargasapogenin, particularly bui not excluosively on 2 commereial monufacturing scale,
which comprises fonning hydrated sarsasapogenin orystals in form C and subsequentiy
drying the hydrated sarsasapogenin crystals, preferably at a temperature below about
80°C, more preferably below about 70°C, more preferably below about 60°C, to form

relatively pure substantdally non-solvated non-hydrated crystelline sarsasapogenin.

The present invention provides an alternative method for purification of sarsasapogenin,
particnlarly but not exclusively on a contmercial manufacturing scale, which comprises
dissolving sarsasapogenin (including any solvated, hydrated, crystalline or amaorphous
form thereof) in a mixed alkane/ketonre solvent, preferably in the absence or substantial
absence of water, and precipitating sarsasapogenin from the resulting sciuficn as
relatively pure substantially non-solvated non-hydrated crystalling sarsasapogenin,

Generally, the desired end product will precipitate directly from such a solvent,

The expression “relatively pure” in the context of these purification methods refers to a
level of purity higher than the starting material,
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The present invention further provides a process for abtaining pharmaceutical or edible
grade sarsasapogenin or a derivative thereof (for example, a 3-ester derivative such as a
J-carboxylic acid ester derivative), wherejn at least one step of the process ineludes
preparing sarsasapogenin in one or more of the forms according to the present invention
or wherein the process comprises a purification method according to the present
invention. The sarsasapogenin or derivative thereof may be prepared in any suitable
level of solvation or hydration and in any suitable physical form, for example as an

1selated dry solid or in a liquid medium such as a crystal slurry.

The resultant pharmaceutical or edible grade sarsasapogenin or derivative thereof may
be subseguently formulated ioto a suitable medicament, foodstuff, foed supplement,

beverage or beverage supplement form. Such formulation may be performed in

conventional manner,

The novel forms of sarsasapogenin provided by the present invention possess a number
of advantages over the known form, particularly in terms of their stability and handling
characteristics. These advantages are applicable to one or more of the manufacturing,
purification, formulation and storage phases of the marketed sarsasapogenin
compositions (whick includes compositions containing derivatives of sarsasapogenin
such as its 3-ester derivatives) and/or to the delivery of the sarsasapogenin or derivative

thereof from the composition to the human or non-human animal patient for achieving

the desired pharmacological effect.

The present invention also provides medicaments, foodstuffs, food supplements,
beverages and beverage supplements containing the materials of the present invention,
methods of preparing the medicaments, foodstuffs, food supplements, beverages and
beverage supplements, uses of the said materials in the preparation of the medicaments,
foodstuffs, food supplements, beverages and beverage supplements, and uses of the
medicaments, foodstuffs, food supplements, beverages and beverage supplements m

human and veterinary medicine and in non-therapeutic human and non-human animal
freatments.
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Detailed Description of the Invention

Solvates

Any organic solvent may in principle be used to prepare a solvate of sarsasapogenin,

and we have found that a wide range of solvents prodoce good results.

As mentioned above, a solvate can include also water together with the one or more
organic solvent. -

While it is believed that the prior art crystallice fonn of satsasspogenin was oot an
organic solvate, we¢ recognise that the prior art does teach crystallisation of
sarsasapogenin from certain organic solvents, particularly acetone. We therefore
declare that, if it is shown or considered that an item of prior art fulfils the legal
requirement of a prior disclosure of an ethanol solvate of sarsasepogenin or an acetone
solvate of sarsasapogenin or any other specific solvete(s} of sarsasapogenin, or renders
such a solvate obvious under the relevant legal test, then we reserve the right to insert a

disclaimer of such a solvate in the claims of this application and subsequent patent.

The relative molar solvation levels of the solvates according to the present invention can

be at, above or below unity.

We have found that solvate formation is efficient if the soivent contains at least one

“electronegative hetercatom such as oxypen or nitrogen, or & conjugated or aromalic

system of unsaturated carbon-carbon boads.

We have also found that solvates of sarsasapogenin can be obtained which incorporate

more than one organic soivent in the crystal structure, or which incorporate one or more

organic solvent and water in the crystal structure.

/8
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Thus, for example, the solvent may be selected from ketones, alcohols, ethers, esters,

aromatic solvents, and, where possible, mixtures thereol with each other, with other
arganic sclvents and/or with water.

Ketones

Any ketone having a suitable boiling point may be used. There may particularly be
mentioned dialkyl ketones, more particularly dialloyl ketones in which the alkyl groups,
which may be the same or different, are selected from straight or branched allcyl groups
containing from 1 to about & carbon atorms {(e.5. di-C; to Cg alkyl ketones or Cito Gy

alkyl-Cy to Cy allcyl-ketones such as acetone, methyl ethyl ketone or methyl iso-buty)
ketone).

The kctone may optionally be substituted with one or more substituent. Such
substituent may suitably be of a relatively small size in comparison with the ketone
moleeile, so that solvate formation is nat prevented. Examples of smitable substituent
groups include heterpatom-containing groups such as N-atom or O-atom contzining

groups, for example amina or allcoxy {e.g. C, to Cs alkoxy) groups.

We have recrystallised sarsasapogenin from acetone to obtain crystalline sarsasapogenin
hemi acetone solvate, which we have termed “form A”. Surprisingly, we have found
that this sarsasapogenin solvate initiafly crystallises as the mono-acetone selvate, which

then loses half a mole of acetone upon filtration and inital drying.

The hemi acetone solvate shows reasonable stability with respect to further drying, but

may he desolvated by heating at about 80-100°C to furnish the known noo-solvated

form which we have termed form B.

Alhough such a process has been shown to be vseful for the formation of forrn B, the
requircment to heat the pmﬁuct at high temperatures is disadvantageous from the point

of viesw of a larpe scale mannfacuturing process.

7
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For the preparation of sarsasapogenin in its non-solvated form, we have surprisingly
found that the desolvation temperatures of the solvates with higher ketones, such as

methiyl ethyl letone solvate or methyl iso-butyl ketone, are lower than for acetone.

Alcohols

Any alcohol having & suitable boiling point may be used. There may particularly be

mentioned alky! aleohels, more particularly alkyl mono-ols in which the alleyl group is .

selected from straight or branched alkyl groups comtaining fiom ! to about 8 carbon
atoms, for example containing 2 to about 8 carbon ateins, for example containing from
3 to about § caron atoms, for example containng from 4 to about & carbon atorns (e.g.
C| to Cg alkyl mono-ols such as methanol, ethanol, n-propanol, n-butanol, ise-propancl
and tert-butanol). The alcohol may optionally be substifuted with one or more
substitvent. Such sobstituent may svitably be of a relatively small size in comparison
with the alcohol molecule, so that solvate formation is not prevented. Examples of
suitable substituent groups include heteroatom-containing groups such as N-atom or O-
atom containing groups, for example amino, elkoxy (e.g. C; to Cs alkoxy) or alkexy-
substituted alkoxy (e.g. C, to Cs alkoxy-substituted C, to Cy alkoxy) groups.

For example, we have found, surprisingly, that sarsasapogenin forms solvates with
methanocl, ethanel, #-propancl, isc-propanol, n»-butancl, terr-butanol, 3-methyl-1-
butanol, aminoethanol or diethyleneglycol monomethyl ether.

In contrast to the acetone solvate mentioned gbove, we have found that the solvates of
sarsasapogenin that have the Genl orystalline form as defined belaw, for example the
sotvates with n-propanol or s-butanol, maintein their initial selvate stoichiometry on
filtration and drying. However, the ethanol solvate appears to show varigble
stoichiometry, in that an initial bis-ethanol solvate can desolvate to the hemisolvate on

drying,

‘We have further found that mixed solvates of sarsasapcgenin can be prepared in which

at least one of the solvating components is an aleohol. Examples of such forms of

<
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sarsasapopenin include mixed alkyl mono-ol and water solvates and rmixed elkyl mono-
ol and ether salvates, such as sarsasapogenin mono-methanol solvate monahydrate and

sarsasapogenin mono-methanel hemi-tetrahydrofiuran solvate.

Bihers

Any cther having a suitable boiling point may be used. There may particularly be
mentioned dialky! ethers, more particularly diajlkyl ethers in which the alkyl groups,
which may be the same or different, are selected from siraight or branched alkyl groups
containing from 1 to sbout 8 carben atoms (e.g. di-Cy to Cj allyl-ethers or Cy to Cs
alkyl-Ci to Cp alkyl-ethers such as tert-butyl methyl ether). Cyclic ¢thers may also be
mentioned, such as cyclic alkylene oxides in which the alkylene group is selected from
straight or branched alkylene groups containing from 2 to about 8 carbon atoms {c.g.

cyclic Ca to Cg alkylene oxides such as tefrahydrofuran {THF)).

The ether may optionally be substituted with one or more substituent. Such substituent
may suitably be of a relatively small size in compardson with the ether molecule, so that
solvale formation is not prevented. Exzmples of suitable substituent groups include
heterpaiom-containing groups such as N-atom or O-alem containing groups, for

example amino or alkexy (e.g. C; to Cs alkoxy) groups.

Esters

Any ester having a suitable boiling point may be used. Thers may particularly be
mentioned alkyl allcanoate csters, particularly alkyl alkanoate esters in which the allcyl
groups, which may be the same or different, are selecied from straight or branched allkyl
groups containing from 1 to about 8 carbon atoms (e.g. C, to Cy alky] formates such as

ethyl formate or C; to Cg alicyl acetates such as n-butyl acetate, iso-propyl actetate or
ethyl acetate).

The ester may opiiopally be substituted with one or more substituent. Such substituent

may suitably be of a relatively small size in compearison with the ester molecule, so that

i
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solvate formation is nct prevented. Examples of suitable substituent groups include

heteroatom-containing groups such as N-atom or O-atoin containing groups, for

example amino or atkoxy (e.g. Cyto Csalkoxy) groups.

Ayvdrocarbon Salvenis

Any hydrocarbon solvent having a snitable boiling point may be used. There may
particolarly be mentioned aromatic solvents containing ene or more phenyl group, more
particularly mona- or poly-alkyl benzenes in which the alkyl group(s), which when
more than one is present may be the same or different, 1s/are selected from straight or
branched alkyl groups containing from 1 to gbout 8 carben atoms (e.g. mono- or poly-

Cy to Cg alky! benzenes such as o-xylene, m-xylene, p-xylene, toluene or cumene).

The hydrocarbon solvent may optionally be substituted with one or more substitnent.
Svch substituent may svitably be of a relatively small size in comparison with the
hydrocarbon molecule, so that solvate formation is not prevented. Examples of suitable
substituent groups include heteroatom-containing groups such as N-atom or O-atom
comtaining groups, for example amire or alkoxy (e.g. C| to Cg alloxy) groups. A

suitable example of a hetere-substituted hydrocarbon solvent is phenethylamine (2-
phenylethylaming).

fhdrates

We have found that sarsasapogenin liydrates can be formed, sometimes remarkably

easily.
The relative molar hydration evels of the hydrates can be at, above or below unity.

For example, we have surprisingly found that, when sarsasapogenin is recrystallised
from equeous organic solvents such as water mixtures with the water-miscible solvents

mentioned above, a crystalling hydrate that contains about half a mole of water per mole

of sarsasapogenin, for example between about 0.25 and 0.75 male of water per mole of
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sarsasapogenin, typically from about 0.3 1o about 0.5 of a mole of water, can be isolated
(nominally “sarsasapogenin hemihydrate™), in forms which we have termed “form C”

and “fonm I”. This was confirmed by water determination by Karl Fischer analysis and
the elemental analaytical data obtained.

For further details of form C and form [ crystalline sarsasapogenin hydrate, gee the

discussion below,

Crvsialitne Form A

The term “crystalline form A” wvsed herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 4 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms), or which has unit ccll dimensions,

angles and space group substantially as set forth for form A in Table 1 below.

The expression “an XRPD pottern substantially as shown” as used herein refers
particularly to any XRPD patiern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic psaks of tle Fipure. For present purposes, the approximately 20
strongest peals in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPD equipiment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however (o standard practice

in crystallography.

The d-spacings mey readily be calculated from the information in Figure 4, using the

Bragg equation,

Crystalline form A is an example of the more gencral crystalline form of sarsasapogenin
characterised by us as form Genl on the basis of the unit cell dimensiens, engles and

space group observed through single crystal X-ray crystallography, as described in more
detail belaw,
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The form A material on which Figure 4 was obtained is crystalline acetone hemisolvate,
end the form A materal on which the data in Table 1 were obtained is crystalline
acefone monosolvate.  Both materials can be prepared by recrystallisation of
commercially avallable sarsasapogenin from acetone. The hemisolvate is obtained by

desolvation on drying of the initial monosolvate form. Further details are given in
Example 1 below.

Crvstalline Form B

The term “crystalline form B” wused herein means that orystalline form of

sarsasapogenin  which has an XRPD pattern substantiaily as shown in Figure 1 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD patiern substantizlly as shown™ as used hersin tefers
particularly to any XRPD paitern having 2-theta or d-spacing peaks cotrespouding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strangest peales in the 2-theta range S to 50 degrees or that portion of {he rangre covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considersd

charactenistic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 1, using the
Bragg equation,

The form B material was commercially availeble sarsasapogenin obtained from
Steraloids Tnc. DSC (Figure 2), TGA (Figure 3), residual solvent and Karl Fischer

analysis confirmed that the material was neither hiydrated nor solvated. Further details
are given in Examples 2 and 3 below.
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Crystalfine Farm C

The term “crystalline form C" used herein means that crystailine form of
sarsasepogenin which has an XRPI) pattern substantially as shown in Figure 7 of the

accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pattern substantially as shown™ as used herein refers -

particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks comesponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that parfion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 7, using the
Bragg equation.

On the basis of our observations that the hydrates of sarsasapogenin exist in a wide
range of stoichiometries, generzlly nomipally hemihydrates but varying substantially
either side of that stoichiomelry, we conclude that crystalline form C is an example of
the more general orystalline form of sarsasapogenin characterised by us as form Gen2
on the basis of the unit cell dimensions, angles and space group observed through single
crystal X-ray crystallography, as described in more detatl below.

The form C material may be prepared by solvent mediated transformetion of
commercially available sarsasapogenin from aqueous solvent mixtures in which the
solvent is selected from any of those available for formation of sarsasapogenin sclvates
according to this invention. The aqueous solvent mixtures fhus inclode, by way of
example but without Himitation: 9:1 viv acetone/water, 9:1 v/v n-butyl acetate/water, 9:1
v/v terf-butyl methyl ether/water, 9:1 v/v cumene/water, 9:1 v/v ethyl acetate/water, 9:1
viv ethyl formate/water, 9:1 v/v methyl ethyl ketonefwater, 3:1 v/v methyl iso-butyl

ketone/water, 9:1 v/v iso-propanol/water, 9:1 v/v iso-propyl acetate/water, 9.1 /v

3
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tetrahydrofuran/water, 3:1 v/v tetrahydrofuran/water, 1:1 v/v water/tetrahydrofuran, 3:1

v/v water/tetrahydrofuran, 3.1 v/v water/ethanol, or 3:1 v/v water/methanol.

Differential scanning calorimetry (Figure 8}, thermogravimetric analysis (Figore 9) and
Karl Fischer analysis confirmed that the crystalline form C that we have obtained is
hydrated. Further details are given in Examples 4 to 6 below,

Crysialline Form. D

The term “crystalline form D” used herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD pattern substantially ag shown in Figure 10 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pattern substantially as shown” as used herein refers

particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks comresponding to

the diagnostic peaks of the Figure. For present puiposes, the approximately 20

strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 deprees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnestic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography. '

The d-spacings may.readily be calculated fiom the information in Figure 10, using the
Bragg equation.

Crystalline forra D is an examyple of the more general crystzlline form of sarsasapogenin
characterised by us as form Gen3 on the basiz of the unit cell dimensiens, angles and

space group observed through single crystal X-ray crystallography, as described in more
detail below.

Differentia} scanning calorimetry, (Figure 11) thennogravimeiric analysis (Figure‘ 12)
and NMR analysis confirmed that the crystalline form D that we have obtained 1s 2

hemi-ethanol solvate of sarsasapogenin, The form D material may be prepared by a
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recrystallisation of sarsasapogenin from ethanol, ethanol-weter mixtures or ethanol-

solvent mixtures. Further details are given in Examples 7 to © below.

The form D material on which Figures 10 to 12 were obtained is crystalline ethanol
hemisolvate, and the form D meaferial on which the data in Table 1 were obtained is
crysialiine ethanol bis-solvate. Both matenals can be prepared by recrystallisation of
commercially available sarsasapogenin from ethanel, ethanol-water mixtures or ethanol-

soivent mixtares. The hemisolvate is obtained by desolvation on drying of the initial
bis-solvate form.

Crystalline Form E

The term “crystalline form E™ used herein means that crystalline fonn of sarsasapegenin
which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 13 of the accompanying
drawinps {A = 1.5400 Angstroms).

The expression “an XRPD paitern substantially as shewn” as used herein refers
particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding o
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPDD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considersd

charzcteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice

in crystallography.

The d-spacings may readily be calenlated from the information in Figure 13, using the
Bragg equation.

Crystalline form E is another example of the Gen1 form of crystalline SGTSASAPOENL.
Differential scanning calorimetry (Figure 14), thermogravimetric analysis (Figure 15)

and NMR analysis confirmed that the crystalline form E that we have obtained is an n-

propanol solvate of sarsasapogenin, The form E material may be prepared in relatively

2
27
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pure form by recrystallisation of sarsasapogenin from n-propanol. Further details are
given in Example 12 below.

Crvstaliine form F

The term “cryslaliine form F” used herein means that erystalline form of sarsasapogenin
which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 16 of the accompanying
drawings {A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRVD pattern substantially as shown” as used herein refers
particularly to any XRPD patterm having 2-theta or d-spacing peaks corresponding Lo
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may gencrally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallograply.

The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 16, using the
Bragg equation.

Crystalline form F is another example of the Gen3 form of crystalline sarsasapogenin.

Differential scanning calorimetry (Figure 17}, thermmogravimetric analysis (Figure 18)
and NMR analysis confirmed that the crystalline form F that we have obtained is an
ise-propanol solvate of sarsasapogenin. The fonm F material may be prepared in
relatively pute form by recrystallisation of sarsasapogenin from iso-propanol. Further

details are given in Example 13 below.
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Crystalline foirm G

The term “crystalline form G™ used herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD pattern substantiaily as shown in Figure 19 of the

accompanying drawings (A = 1.5406 Angstromns).

The expression “an XRPD pattern svbstantially as shown” as used hercin refers
particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 1o 3G degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice

in crystallography.,

The d-gpacings may réadily be calculated from the information in Figure 19, using the
Bragg equation.

Crystalline form G is another example of the Genl form of crystalline sarsasapogenin.

Differential scanning calorimetry (Figure 20), thermogravimetric analysis (Figure 21)
and NMR analysis confirmed that the crystalline form G that we have obtained is an -
butanol solvate of sarsasapogenin. The form G material may be preparcd in relatively

pure form by recrystatlisation of sarsasapogenin from p-butanol. Further defails are

~ given in Example 11 below.,

Crvstaliine form H

The terrm “crystalline forrm H™ used herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD patiern substantially as shown in Figure 22 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).
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The expression “an XRPD pattern substantially as shown™ as used hersin refers
particularly to any XRPD pafiemn having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees o1 that porfion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crysialline form, subject however o standard practice
in cfystallogmphy.

The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 22, using the
Bragyg equation.

Differential scanning calodmefry . (Figure 23) and thermogravimetric analysis

{Figure 24) confirmed that this form is not hydrated or solvated.

Form H may be prepared by heating the ethanol solvate above 130°C. Furiher details
are given in Example 10 below.

Crvstalline form

The term *‘crystalline form I" used berein means that erystalline form of sarsasapogenin
which hes an XRPD pattern subsiantially as shown in Figure 25 of the accompanying
dravings (A = 1.3406 Angstroms).

The expression “an XRPD patiem substantially as shown” as used herein refors
particularly to any XRPD patiern having 2-theta or d-spacing pealks corresponding to
the diagnestic peaks of the Figure. TFor present purposes, the approximately 20
strengest peales in the 2-theta range 5 to 5¢ degrees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 {o 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystailography.
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The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 25, vsing the
Bragg equation.

Differential scanning calorimetry (Figure 26), themmogravimetric analysis (Figure 27)
and Karl Fischer analysis confirmed that the crystalline form [ is a hydrate of

sarsasapogenin. Further details are given in Example 14 below.

Crystalline form J

The tenn “crystalline form J" used herein means that crystalline forim of sarsasapogenin
which has an XRPID pattern substantially as shown in Figure 28 of the accompanying
drawings (A = 1.5406 Angsiromas).

The expression “an XRPD pattern substantially as shown™ as used herein refers
particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. TFor present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range § to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPD eguipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice

in crystalfography.

The d-spacings may readily be calenlated from the information in Figure 28, using the

Bragg equation.

Crystalline form J is another examgple of the Genl form of crystalline sarsasapogenin.

Differential scanning calorimetry (Figure 29), thermogravimetric analysis (Figure 30}
and NMR. analysis confirtned that the crystalline form I is the 7ert-butyl methyl cther
solvate of sersasapogenin, The form J material may be prepared in relatively pure form

by recrystallisation of sarsasapogenin from rer-butyl methyl ether. Further details are

given in Example 15 below.
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Crvstatline form K

The term “crystalline forin K" used hereln means that crystailine foom of
sarsasapogenin  which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 31 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pattern substantially as shown” as used herein refers
particularly to any XRPD pattern having 2-thete or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present pwiposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degraes or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to stendard practice
in crystailography.

The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 31, using the
Bragg equation.

Differential scanning calorimetry (Figure 32) and NMR analysis confirmed that the
crystalline form K is the hemi-methanol solvate of sarsasapogenin. The form K

material may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of sarsasapogenin

from methanol, Further details are piven in Example 16 below,

Crstalling form L,

The tenr “crystalline form L' used herein means that crystalline forn of sarsasapogenin
which has en XRPD pattern substantizlly as shown in Figure 33 of the accompanying
drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pettern substantially as shown™ as used herein refers
particularly te any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing pesks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20

sirongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
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by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered
characteristic or diagnostic of thie crystalline form, subject however to standard practice

in crystallography.

The d-spacings mey readily be caleulated from the information wn Figure 33, using the

Bragg equation.
Crystalline form L is another exmﬁple of the Genl fonm of crystalline sarsasapogenin.

This XRPD data, as well as single crysial X-ray crystallography studies, show that the
crystalline form L is a 3-methyl-1-butansl solvate of sarsasapogenin. The form L
material may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of sarsasapogenin

from 3-methy?-1-butanol,

Crystalline form M

The term ‘“crystalline form M" used herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD) pattern substantially as shown in Figure 34 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms), or which has unit cell dimensions,

angles and space group substantially as set forth for form M in Table 1 below.

The expression “an XRPD pattern substantially as shown™ as used hercin refers
particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peaks m the 2-thela range 5 to 50 degrees or that portion of the ranpe covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 39 degrees, may generally be considered
characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice

in crystallography.

The d—spacingé may readily be calculated from the information in Figure 34, using the

Bragg equation,

25
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This XRPD data, as well as single crystal X-ray crystallography studies, show that the
crystalline form M is a mixed mono-methano! hemi-THF solvate of sarsasapogenin.
The form M material may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of

sarsasapogenin from z mixture of methanol and tetrahydrofiran (THF) containing one

mole equivalent of raffinose.

Crystalline form N

The term “crystalline form N” used herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 35 of the
accornpanying drawings (A = 1.5406 Angstroms), or which has unit cell dimensions,

angles and space group substantially as set forth for form N in Table 1 below.

The expression “an XRPD pattern substantially as shown” as used herein tefers
particularly to any XRPD psttern having 2-theta or d-spacing peaks correspending to
the diagnostic peaks of the Figure, For present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degress or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in erystaliography.

The d-spacings may readily be calculated from the inforination in Figure 35, using the
Bragg equation,

This XRPD data, as well as single crystal X-ray crystallography studies, shaw that {he
crystalline form N is a mixed mono-methanol monohydrate solvate of sarsasapogenin.
The form N material may be preparcd in relatively pure form by recrystallisation of

sarsasapogenin from a mixture of methanel and tetrahydrofuran (THF) containing one
mole equivalent of sucrose.
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Crystalline form O

The termm “crystalline form OV wused herein means that crystalline form of
sarsasapogenin  which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 36 of the

accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms).

The expression “an XRPD pattern substantially as shewn™ as used hersin refers
particularly to any XRPD pattern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic peaks of the Figure. For present purposes, the approximately 20
strongest peals in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic ar diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice

in crystallography.

The d-spacings may readily be calcnlated from the information in Figure 36, ysing the
Rragg equation. ‘

Crystalline form O is another example of the Gen3 form of crystalline sarsasapogenin.

This XRPD data, as well as single crystal X-ray crystallography studies, show that the
crystalline form O is a diethyleneglycol monomethyl ether solvate of sarsasapogenin.
The form O material may be prepared in refatively pure form by recrystallisation of

sarsasapogenin from diethyleneglycol monomethyl efher.

Crstalline form P

The term “crystalline form P” vsed herein means that crystalline form of sarsasapogenin
which has an XRPD patlern substantially as shown in Figure 37 of the accompanying
drawings (A = 1.5406 Angstroms), or which has unit ceil dimensions, angles and space
group substantially as set forth for form P in Table 1 below.

7
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The expression “an XRPD» pattern substantially as shown™ as used herein refers
particularly ‘o any XRPD pattern baving 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the diagnostic pesks of the Figure. TFor present purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 deprees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may gensrally be considered

characteristic or diagnostic of the crysialline form, subject however to standard practice
in crystallography,

The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 37, using the
Brapgg equation.

‘This XRPD data, as well as single crystal X-ray crystallography studies, show that the
crystalline form P js an aminoethano] solvate of sarsasapegenin. The form P material

may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of sarsasapogenin from
aminoethanel.

Crystalline form O

The term “crystalline form Q7 used herein means that crystalline form of
sarsasapogenin which has an XRPD pattern substantially as shown in Figure 38 of the
accompanying drawings (A = 1.5406 Angstroms), or which hes unit cell dimensions,

angles and space group substantially as set {orth for form Q in Table 1 below.,

The expression “an XRPD pattern substantizlly as shown” as used hercin refers
particularly to any XRPD patiern having 2-theta or d-spacing peaks corresponding to
the Vdiagmstic peaks of the Figure. For preseni purposes, the approximately 20
strongest peaks in the 2-theta range 5 to 50 degrees or that portion of the range covered
by the XRPD equipment, for example 5 to 30 degrees, may generally be considered

characteristic or diagnostic of the crystalline form, subject however to standard practice
in crystallography.

o
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The d-spacings may readily be calculated from the information in Figure 38, using the
Bragg equation.

This XRPD data, as well as siﬁgle crystal X-ray crystallography studies, show that the
crystalline form Q is a phenylethylamine solvate of sarsasapogenin. The form Q

material may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of sarsasapogenin

from phenylethylamine.

Crvstalline form R

The term “crystalline form Q7 used herein means that crystalline form of

sarsasapogenin which has unit cell dimensions, angles and space group substantially as
set forth for form R in Table 1 below.

The crystalline form R is & tert,~butanol solvate of sarsasapogenin. The form R material

may be prepared in relatively pure form by recrystallisation of sarsasapogenin from
tert.-butanol.

Amerphous form

It is strongly expected from the above findings and common general knowledge that an
amerphous form of sarsasapogenin is also readily achievable. In principle, a molecule
of the size of sarsesapogenin needs a relatively long time interval to arrange itselfin a
crystal lattice formation. If that time is not available to it at the time of crystzallisation,
or recrystallisation, an amorphous form will inevitably result. Such an amorphous form
may extend across the total bulk of the solid, e.g. the precipitated sclid, or may be

interspersed in the bulk of one or more crystalline forms in the solid, e.g. the

precipitated solid.

We have found, in separate work (PCT/GB2005/001635; Example 13) with the 25-
epimer of sarsasapogenin (smilagenin}, that the amorphous form of smilagenin is

obtained by heating 10 g of smilagenin to ifs melt vsing a temperature controiled
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heating mantle until a complete molten liguid was formed. The molten mass was
poured into a Dewar containing approximately 150 ml of liquid nitrogen. The sample
was decanted into a glass beaker and the liquid nitrogen allowed io evaporate. The
sample was then transferred to a glass vial, flushed with dry nitropen and then sealed.
On the basis of the crystallisation properties of sarsasapogenin reported herein, and our
knowledge (PCT/GB2005/001635; Examples 1 to 12) that smilagenin alsc has a family
of hydrated and crystalline ferms, we strongly expect that a comresponding melting and

sudden temperaturs plunge procedure would yield amorphous sarsasapogenin.

Genl, Gen2, Gen3d and Gend forins

Single crystal X-ray crysudiography studies, obtained using a Bruker-Nonius Kappa
CCD diffractometer equipped with an Oxford Cryosystems Cryostream cocling device,
have allowed the unit cell dimensions, angles and space group of each crystal form to be

studied. In thig work, structures were solved with either SIR-97 or SHELXS-97 and
refined with SHELXL-97,

This worle, réported in Table 1 below, has enabled us 1o group together different ones of
crystal forms A to R 2as set out shove, as well as a THF solvate and a fert.-butanol

solvate, according to substantial smmilarity of the unit cell dimensions a, b, ¢, angles «,

B and y and the space groups.
Table 1
Group | Form | Solvent n b C | a B ! ¥ ' Space
_ Group
A Acetone 10,5943 | 7.4783 17.669 90 90,858 20 } Bzl
(10} &) ) 1G]
¥ TRIE 104766 | 7.4136 15,2846 90 95.001 o0 P21
. {3) @ (¥ (48]
G n-butano) 10.5361 | 7.3910 18.6500 a0 | 0(.591 a0 P21
(#) (3) & ¥
Genl E |n- 10,5547 | 7.4233 | 18.2031 o0 00.628 %0 P21
propanck 4) 2) (7 (1)
L 3-methyl 10.5534 | 73618 19.0573 90 05,503 [*14] P21
butanol {12) (3 {21} {4)
GenZ C | water 49,1440 | 7,6428 | 12,8610 [T 102386 [ 90 | ¢z
)] (2) 16 &
D Ethanol 74419 | 10.4628 | 38.5542 a¢ oo oD b212-
(n (2 (7 ) \ 121
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Gen? C | DGME 73408 [ 107281 [ 353233 | 920 50 o0 | P12 |
{12} (18} {55) 121
F |2 74602 | 10.7388 | 38.0445 o0 90 og | paiz-
__| propawo] {1) {1} (5) 121
Gend tbutanol | 30.4677 | 7.4389 | 10.6503 o0 94,221 9 c:
R f11) {2} Q) 3]
M M | mefhanat, | 74607 | 10.5188 | 18.305€¢ | §1.238 | 82252 | 900- | P,
TTIE 1] (2) 4) (» {H i
N N | methanol, | 107785 [ 74415 | 31.386 90 28.56(3) | 90 P21
H,0 (6) 53 (2) :
? P | amino 11.0080 | 7.5701 | 16.1972 0] 98.53 ) P21
] ethanol (3) )} (5)
Q Q | phenyk 7.33640 | 34.7431 | 10,7799 o 60.637 90 P21
ethyl- (19) Y] (2)
anene

Dimensions, angles and space group nomenclature and units are according to normal

crystallographic convention and usage. Error margins are indicated in brackeis in the

conventional way.

From Table 1 it iz seen that the crystalline forms of sarsasaspogenin according to the
present invention fall into at least § distinct orystal form groups, identified as Genl,
Gen?, Gen3, Gen4, M, N, P and Q. Genland Gen3 are groups for which more than one
distinct example has been identified; Gen2 is the group representing the hydrates, where
a range of hydrate forms, nominally hemihydrates but having quite variable
stoichiometry between individval samples, have been identified; Gend is a group
represented by the fers.-butano! solvate R but believed likely to contain other examples;
M, N, P and Q are groups where to date only one example has been identified, namely
in each case the crystalline form bearing the same respective alphabetical letter. 1t will

be noted that, as discnssed above, some crystalline forms show variable stoichiometry.

As shown in Teble 1, crystalline forms A, E, G, ] and L are related and can be

considered as representatives of a first general crystalline form of sarsasapogenin

solvates, which we wili call Genl herein.

Crystalline forms D, F and O are related and can be considered as representatives of a

second general crysialline form of sarsasapogenin solvates, which we will call Gen3

herein.
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Each raspective crystal form represented by the hydrates C and the sert.-butano] solvate

R is believed to be of broader applicability, and has therefore been designated Gen2 and
Gend,

The crystal forms M, N, P and Q do not appear to be r¢lated to themselves or to any

other crystailine form of sarsasapogenin or its solvates and hydrates currently known.

Purification Process

We have found that form C sarsasapogenin may be readily converted into the known
non-hydrated non-solvated erystalline form B by drying at temperatures in the range of
about 40-60°C or higher, which is substantially lower than that required to convert form
A (the acetone hemi solvate) into form B, This observation has enabled us to develop a

novel, practical, process for the large scale purification of sarsasapogenin,

As stated above, the present invention thus provides a rnethoci for purification of
sarsasapogenin, particularly but not exclusively on a commercial manufacturing scale,
which comprises forming hydrated sarsasapogenin crystals in form C and subsequently
drying the hydrated sarsasapogenin crystals, preferably at a temperature below about
30°C, more preferably below ahout 70°C, more preferably helow about 60°C, to form

relatively pure substantially non-solvated non-hiydrated erystalline sarsasepogenin.

The formation of crystalline form C sarsasapogenin is accomplished by any suitable
means. In a preferred embodiment, the form C is obtained by dissolving relatively
impure sarsasapobgenin in an organic solvent, preferably in the absence of water,
crystallising sarsasapogenin from the szid splution, separating the crystals from at least
the major part of the supernatant solvent, and slurrying the crystals in water to obtain
form C. The sequential crystallisation from organic solvent, separation end wet

storrying is found to provide better purification than other methods of preparing form C
sarsesapogenin described herein,

4o
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The organic solvent may conveniettly be acetone, and the separation of the crystals
from the supematant may suitably be by filtration. The reslurrving of the separated
crystals may suitably be achieved by adding the damp solid filtration product to hot
water or hot agquecus solvent, suitably at about 40-60°C, and reshurying for about 2-8
hours, to fumish form C, which is then suitably scparated fram the liqud (e.g. by
filtration) and dried, suitably at about 50°C, to afford form B.

We have also found that the known non-hydrated non-solvated crystalline form B
sarsasapogenin may be readily obtained in high purity and in a shorter process than that
descrived above, by recryslallisalion of any crystalline or amorphous form of
sarsasapogenin {including hydrated or solvated forms) from a mixed alkane/ketone
solvent. This observation hus vnabled us to develop ap additional novel, practical,

process for the large scale purification of sarsasapogenin.

Therefore, as also stated above, the present invention provides a method for purification
of sarsasapogenin, particularly but not exclusively on a commercial manufacturing
scale, which comprises dissolving sarsasapogenin (including any solvated, lhiydrated,
crystalline or amorphous form thereof) in 2 mixed alkane/ketone solvent, preferably in
the absence or substantial absence of water, and precipitating sarsasapogenin from the

resulting solution as relatively pure substantially non-solvated non-hydrated erystalline

SArsasapogenin.

The crystallisation may be conducted at any suitable temperature, Typically, the

precipitation can be achieved at or somewhat below room temperature.

The direct crystallisation from an alkane/ketone solvent mixture is found to provide a
very useful level of purification.

The allane and the ketone used in the mixed alkane/ketone solvent will be any alkane
and ketone which has acceptable physical properties at the desired operating
temperature, The alkane may be straight or branched or cyclic or a mixtre of straight,

branched and/or cyclic alkanes may be used. The ketone may be a dialkyl ketone, which

B
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may be symumetrical or asymmetrical or a mixture of any twe or more dialkyl ketones.
The alkyl portions of the or each ketone may, independently of each other, be straight or
branched or cyclic. Heptane and acetone are particularly mentioned as alkane and
ketone respectively, The mixing ratio of the alizane and the ketone in the solvent may
be varied between wide limits, and it is a stmple matter for one of ardinary skill in this

art to select a suitable ratio. The volune ratio of 3:1 heptans:acetone may be mentioned
as a suitable example.

Dertvatives of sarsasapogenin

The term “‘derivatives” used herein refers particularly to the compounds defined and
described in the prior art patent documents acknowledged above in relatien to the
known biological activities of sarsasapogenin (US Patent No. 4680289, WO-A-

09/48507; WO-A-01/23406, WO-A-01/49703; WO-A-02/079221; and WO-A-
(3/082893).

Such derivatives include pharmaceutically accepiable pro-dmgs of sarsasapogenin and
pharmaceutically acceptable salts thereof,

Pro-drugs of sarsasapogenin may especially include 3-position carboxylate esters such
as the cathylate (ethoxycarbonyloxy), acetate, succinate, propionate, butyrate,
isobutyrate, valeraie, isovalerate, caproate, isocaproate, diethylacetate; cctanoate,
decanoate, laurate, myristate, palmitate, stcarate, benzoate, phenylacetate,
phenylpropionate,  cinnamate, p-nitmben;oy]uxy, 3,5-dinitrobenzoyloxy, p-
chlorobenzoyloxy, 2,4-dichlorobenzoyloxy, p-bromobenzoyloxy, m-bromobenzeyloxy,
p-methoxy-benzoyloxy, mphthalyl, pglycinate, alaminats, valinate, phenylalaninate,
isglencinate, methioninate, argininate, aspartate, cysteinate, glutaminate, histidinate,

lysinate, prolinate, serinate, threoninate, tryptophanate, tyrosinate, fumarate and majeate
gsters,

“Pharmaceutfically acceptable salts” means the relatively non-toxic, inorganic and

organic acid addition salts, and base additicn salls, of compounds of the present
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invention. These salts can be prepared in situ during the final isolation and purification
of the compounds. In partienlar, acid addition salts can be prepared by separately
reacting the purified compound in its free base form with a suitable organic or inorganic
acid and isolating the salt thus formed. See, for example S. M. Berge et al,
Pharmaceutical Salts, J. Pharm. Sci., 66: pp.1-19 {1977} which is incorporated herein
by reference. Base addition selts cen also be prepared by separetely reacting the
purified compound in its acid form with a suitable organic or inorganic base and
isolating the salt thus formed. Base addition saits include pharmaceutically acceptable
metal end amine salts. Examples of suitable acid addition salts are those formed with
acids selected from hydrochloric, sulphurie, phospharic and nitric acids. Examples of
suitable base addition salts are those formed with bases selected fiom sodivm

hydroxide, potassium hydroxide and ammeonium hydroxide,

Medicaments. Foodsiulis, Food Supplements, Beverages and Beverage Supplements

According to the invention, a composition may comprise a material as described above
in admixture with one or rore fisrther component selected from: one or more other
materials as described above, another formn of sarsasapogenin, any other biologically

active material, and any biologicelly inactive material.

The composition may be prepared by a method comprising admixing a material as
described above with one or more further component selected from: cne or more other
materials as described above, another form of sarsasapogenin, any other biologically

active material, and any biologically inactive material.

According to the imvention, the material or the composition {e.g. the medicament,
foodstuff, food supplement, beverage or beverage supplement) may be used for non-
therapentic enhencement of copnitive function (i.e. in mentally healthy individuoals to
improve mental agility and without medical supervision) or for the therapeutic treatment
of a condition selected from: obesity and diabetes obesity syndromes; cognitive
dysfunction snd allied conditions; conditions charactierised by a deficiency in

membrane-bound receptor number or function in a fissue, organ, cell type or organelle;
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nen-cognitive neurodegeneration; non-cognitive neuromuscular degeneration; motor-

sengory nevrodegeneration; and loss of receptor function in the absence of cognitive,

neural or neuromuscular impairment.

Still further, the invention therefore provides a non-therapentic method for enhancing
cognitive function in & human or non-human animal (i.e. in mentaliy healthy individuals
to improve mental agility and without medical supervision} or a therapeutic method of
treatment of & human or nop-humen animal {e.g. a human) suffering from, or
susceptible to, a condition selected from: obesity and diabetes obesity syndromes;
cognitive dysfunction and allied conditions; cenditions characterised by a deficiency in
membrane-bound receptor number or function in a tissue, organ, cell type or organelle,
non-cognitive neurodegeneration; non-cognitive neuromuscular degeneration; motor-
sensory neurodegeneration; and loss of receptor function in the absence of.coguitive,
neural or neuromuscular inipairment, which comprises administering {including self-

administering) to the said human or non-human animal an effective amount of a

material or composition as decribed above.

The active agent prepared according to the present invention may thus be formulated
into any suitable composition form for administraticn to a human or non-buman animal
patient. The composition may consist of the active agent alone or may inclode the
active agent and any suitable additional cemponent, such as one or more
pharmacentically acceptable carriers, diluents, adjuvants, excipients, or vehicles, such
as preserving ageats, fiflers, disintegrating agents, wetting agents, emu!sifying agents,
suspending agents, sweetening agents, flavoring agents, perfuming agents, antibacterial
agents, antifungal agents, lubricating agents and dispensing agents, depending on the
nature of the mode of administration and dosage forms.

The composition mey, for exampie, be a pharmacentical composition (medicament), a

foodstuff, food supplement, beverage or beverage supplement.

The terms “foodstuff”, “food supplement”, “heverage” and “beverage supplement” used

herein have the nommal meaninps for those terms, and are not restricted to
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pharmacentical preparations.  The appropriate pharmaceutical or edible grade of

ingredients will be used, according to the desired composition form.

For further details of suitable composition forms and dosages, and examples of
conditions and disezse states ireatable wsing the materials and compositions of the
present invention, please refer to US Patent No. 4680289; WO-A-09/48507; WO-A-
01/23406; W(0-A-01/49703; WO-A-02/07922; and WO-A-03/082853.

Specific conditions and disease states treatable using the materials and compositions of
the present invention include, for example: Alzheimer’s disease, senile dementia
(including senile dementia of the Alzheimer’s type), Lewi body dementia, Parkinson’s
disease, postencephalitic Parkinsomism, depression, schizoplrenia, muscular dystrophy
including facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSH), Duchenne muscular
dystrophy, Becker muscular dystrophy and Bruce's muscular dystrophy, Fuchs'
dystrophy, myotonic dystrophy, comeal dystrophy, reflex sympathetic dystrophy
syndrome (RSDSA), neurovascular dystrophy, myasthenia gravis, Lambert Eaion
disease, Huntington’s disease, motor nevrone diseases including amyotrophic lateral
sclerosis (ALS), multiple sclerosis, postural hypotension, traumatic neurodegeneratian
e.g. Tollowing stroke or following an accident (for example, traumatic head injury or
spingl cord injury), Ballen’s disease, Cockayne syndrome, Down syndrome,
cotticobasal ganglionic degeneration, multiple system atrophy, cerebral atrophy,
clivopontocersbellar atrophy, dentatorubral atrophy, paliidoluysian atraphy, spinobulbar
atrophy, optic neuritis, sclerosing pan-encephalitis (SSPE), attention deficit disorder,
post-viral encephalifis, post-poliomyelitis syndrome, Fahr's syndrome, Joubert
syndrome, Guillain-Barre syndrome, lissencephaly, Moyamoya disease, neurcnal
migration disorders, autism, autistic syndrome, polyglutamine disease, Niemann-Pick
diseass, progressive multifocal leukoencephalopathy, pseudotumor cerebri, Refsum
discase, Zellweger syndrome, supranuclear palsy, Friedreich’s ataxia, spinocerebeilar
ataxia type 2, Rhett syndrome, Shy-Drager syndrome, tuberous sclerosis, Pick’s discase,
chronic {afigue syndrome, newopathies including herediiary neuropatliy, diabetic
reuropathy and mitotic nsuropathy, prion-based neurodegeneration, including

Creutzfeldt-Jakob disease (CJD), variant CID, new variant CJD, bovine spongiform
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encephalopathy (BSE), G8S, FFL, lurn and Alper’s syndreme, Joseph’s disease, acute
disseminated encephalomyelitis, arachnoiditis, vascular lesions of the central npervons

system, loss of extremity neuronal function, Charcot-Marie-Tooth disease, susceptibility

{0 heart failure, asthma, and macular degenerction.

Brief Description of the Prawinegs

In the accompanying drawings:

Figure 1 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of commercially available sarsasapogenin in crystalline form B
(prior art);

Figure 2 shows a differential scanning calorimetry (DSC) trace obtained from a sample

of commercially available sarsasapogenin in crystalline form B {prior art);

Figure 3 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of

commercially avallable sarsasapogenin in crystalline form B {prior art),

Figure 4 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms}

obiained from a sample of sarsasapogenin in crystalline form A;

Figure 5 shows a differential scanning calorimetry (DSC) trace obtained from a sample
of sarsasapogenin in erystalling form A;

Figure 6 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a saniple of
sarsasapogenin in crystalline form A;

Figure 7 shows an X-tay powder diffraction {XRPD) pattern (A = 1.5406 Anpstroms)

abtained from a sample of sarsasapogenin in crystalline form C;

Y6
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Figure § shows a differential scanning calorimetry (DSC) trace obtained from a sample

of sarsasapogenin in crystalline fonm C;

Figure 9 shows a thermopravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of

sarsasapogenin in crystalline form C;

Figure 10 shows an X-ray puﬁdar diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angsiroms)

obtained from e sample of sarsasapogenin in crystal)ine form D;

Figure 11 shows a differential scanning calorimetry (DSC) trace obtained from a sample

of sarsasapogenin in crystalline form D,

Figure 12 shows a thermogravimetiic analysis (TGA) frece obtained from a sample of

sarsasapogenin in crystalline form B;

Figure 13 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasapogenin in crystalline form E;

Fipure 14 shows a differential scanning calerimetry (DSC) trace obtained from a sample

of sarsasapogenin in crysialline form E;

Figure 15 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of

sarsasapogenin in crystalline form E;

Figure 16 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angsiroms)

obtained from 2 sample of sarsasapogenin int crystalline form F;

Figure 17 shows a differential scanning calorimetry {D3C) trace obtained from a sample

of sarsasapogenin in crystalline form F;

Figure 18 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample cf

sarsasapogenio in erystalline form F;

47
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Figure 19 shows an X-ray powder diffraction {XRPD) paitern (% = 1.5406 Angstroms)
obtained from a sample of sarsasapogenin in erystalline form G;

Figure 20 shows & differential scanning calorimetry (DSC) trace obtained from a sample
of sarsasapogenin in crystalline form G;

Figure 21 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of
sarsasapogenin in crystalline form G;

" Figure 22 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angsiroms)

abtained from a sample of sarsasapogenin in crystalline form H;

Figure 23 shows a differential scanning calorimetry (2SC) trace abtained from a sample

of sarsasapogenin in crystalline form H;

Figure 24 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of
sarsasapogenin in crystatline form H;

Figure 25 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angsiroms)

obtained from a sample of sarsasapapenin in crystalline form I;

Figure 26 shows a differential scanning calorimetry (DSC) trace obtained from a sample

of sarsasapogenin in crystalline form I;

Figure 27 shows o thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of

sarsasapogenin in crystalline form [

Figure 28 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasapogenin in crystalline form J;

4
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Figure 29 shows a differential scanning calorimetry (DSC) trace abtained from a sample

ol sarsasapogenin in erystalline form J;

Figure 30 shows a thermogravimetric analysis (TGA) trace obtained from a sample of

sarsasapogenin in crystalline form J;

Figure 21 shows an X-ray powder difffaction (XRPD) patiern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasapogenin in erystalline form K

Figure 32 shows a differential scanning cajorimetry {(DSC} trace obtained from a sample

of sarsesapopenin in crystalline form K;

Figure 33 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtaired from a sarnple of sarsasapogenin 3-methyl-butancl solvate in crystalline foom
L;

Figure 34 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasapogenin methanel THF solvate in crystalline form M,

Figure 35 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) patiern (A = 1.3406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasapogenin methancl water solvate in crystalline form N;

Figure 36 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasspogerin diethyleneglyeol monomethyl ether solvate in
crystalling form O;

Figure 37 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) pattern (A = 1.5406 Angstroms)

obtained from a sample of sarsasapogenin aminoethanol solvate in crystalline form P;

and
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Figure 38 shows an X-ray powder diffraction (XRPD) patiern (A = 1.5406 Angsiroms)

cbizined from a sample of sarsasapogenin phenylethylamime solvate in crystalline form

Q.

Examples and Detailed Description of the Drawinss

The follewing non-limiting Examples are provided as further ilfustration of the present

invention, but without limilation, and are discussed with reference to the drawings.

Test Equipment

The accompanying figures were obluined on the following equipment:

ARPD

All XRPD patterns in this application were obtained using a Bruker C2 diffractometer
equipped with a XYZ stage, a laser video microscope and a HiStar area detector.
Typical collection times were 200s. The scaled copper tube (Cu Ko radiation: 1.54006
Angstroms) voltage and current were set at 40 kV and 40 mA respectively. The X-ray
optics on the C2 apparatus consisted of a single Gobel mirror coupled with a pinhole

collimnator of 0.3 mm diameter. The beam divergence {(effective size of the X-ray spot)

yielded a value of approximately 4 mm.

D3C

All DSC data in this application were collected on 2 TA Instruments 1000 apparatus
equipped with autosampler and carousel capable of holding 50 sample pans. The
energy and temperature calibration standard was indivm. Samples were heated ot & yate
of 10 degrees C per minute between 20 and 210°C under N, purge. Between 1 and 5
mg of sach sarmple was used. Unsolvated samples were examined in a non-hermetically

sealed aluminium pan. Solvated samples were examined using hermetically sealed pans
to prevent damage to the DSC apparatus,
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TGA

All TGA data in this application were collected on a TA Instruments Q500
thermogravimetric analyser,  The instrumen! was calibrated with nickel/alumel
according to the manufachurer’s instructions and a scan rate of 10 °C per minutc was
employed along with a nitrogen purge. Typicaily, the sample size was 10-20 mg and
each materia! was loaded into aluminium DSC pans mounted inside platinum crucibles,

Baoth holders were fared prior to any recordings.

Starting Materials

Samples of comrerclaily available sarsasapogenin were purchased from Steraloids Inc.

The samples were analysed and defined as form B by our nomenclature.

Example 1

Crystalline Formn A {acetone hemi-solvate}

Sarsasapogenin (50 g) was dissclved in acetone (2500 ml) by heating to reflux with
strring. After 30 mimutes the solution allowed to cool. At 25°C an ice bath was applied
and the solution was cooled to 10°C. The solid was filtered and washed with acetone
(100 ml) to yield white plate-like crystals. The solid was dried in a vacuum oven at
50°C for 16 howrs to yield 37.85 g of material, which was characierised by XRPD as
form A under por nomenclature. The XRPD, DSC, TGA are shown in Figures 4 to 6 of

the accompanying drawings.
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Examples 2 and 3

Crystalline Form B

Example 2

A sample of the above batch (2.32 g) was dried in vacuum oven at 90°C far 3 days to

afford form B. The XRPD trace comesponded to that shown in Figure 1 of the
accompanying drawings,

Example 3

Sarsasapogenin (240 g} was charged to a 20 litre flask followed by acetone (14.4 Litres)
and the mixfure heated to reflux with stiring to dissolve the solid, The resultant hazy

solution was heated at reflux for about 2.5 hours and filtered hot through a GFF/54 filter

paper. The mixture was heated to reflux to redissolve the solids and then allowed to :

slowly cool with stirring. The mixture was further cooled with an icefwater bath 1o

+2°C and the solids harvested by Eltration on a GFF/54 filter paper (about 30 minutes).
The solid was washed with cold acetone (+5°C; 360 ml).

The crude solid was reslumied in demineralised water (3200 ml} at 60-66°C for about
2hours.  The product was filtered hot (about 60 seconds) and washed with
demineralised water (20°C; 2 x 480 m!). The solid was dried in a vacuum oven at 70°C

to afford form B (193.7 g, 81% yield). The sample analysed for 0.3% water by Karl
Fischer analysis.

The XRPD, DSC and TGA are shown in Figures 1 to 3 of the accompanying drawings.

52
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Examnles 4, 5 and 6

Crystalline Form C (lwdrat.eﬁ

Example 4

Sarsasapogenin (95.4 ) was absorbed onte silica (about 200 g) using dichloromeibane
(2 litres). The material was packed at the top of an open column contain silica (2 k).
Chromatograpby us.ing ethyl acetate/dichloromethane (1:19) as eluent afforded a
product (89,1 g} which was reerystallised from acetone (3 litres) to afford an acetone
wet cake (81.2 g). This matenal was further recrystallised from acetone (2.75 litres) to
afford a solid that was dried at 50°C overnight. 'H NMR speciroscopy ndicated the
presence of about 0.5% acetone, so further drying at 80°C was undertaken ovemnight to
afford sarsasapogenin (71.2 g) as a white powder, which was characterised by XRPD as
form C under our nomenclature, melting point 203.7-206.5°C. The elemental analysis
result of C76.69%; H 10.51% is consistent with fhe theoretical value for
C11H404.0.33H20. Water content by Karl-Fischer analysis was 1.41% w/w.

The XRPD, DSC and TGA are shown in Figures 7 to 9 of the accompanying drawings.
Example 5

Exposure of the acetone solvate to a humidity of 50% or greater led to the formation of

form C.
Example 6
Sarsasapogenin (100 mg) was suspended in tetrahydrofuran {1 ml) and water {1 ml).

The mixture was heated at 70°C overnight and allowed to cool over a 12 hour peried.

The precipitate was filtered, dried and shown to be form C.
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Examples 7. 8 and 9

Crystalline Form D (ethano) solvate)

Exampie 7

Sarsasapogenin (3.28 g) was dissolved in ethanol {65 ml) by heating to reflux. The

mixture was allowed to coel and stirred overnight at embient temperature. The mixture

was finther cooled in an ice bath for 1-2 hours and filtered. The solid was washed with -

cald ethancl (10 ml) and dried in a vacunm oven to afford form D (3.0 g). The sampls
analysed for 1% water by Karl Fischer analysis

The XRPD, DSC and TGA are shown in Figures 10 to 12 of the accompanying
drawings.

Example §

Sorsasapogenin (3.48 g) was dissolved in ethanol (65 ml) by heating to reflux. The
mixture was allowed to cool and stirred overnight at ambient temperature. The mixture
was further cooled in an ice bath for 1-2 hours and filtered. The solid was washed with

water and dried in a vacuvum oven to afford form D (3.2 g). The sample analysed for
0.8% water by Karl Fischer analysis.

Example @

Sarsasapogenin (3.57 g) was dissolved in ethanc! (70 m2l) by heating to reflux. Water (9
mi) was added, causing some precipitation. Additional ethanol (30 ml)} was added ta
effect dissolution. The mixture was allowed to cool and stirred overnight and for 2 days
at ambient temperature. The mixture was filtered, the solid washed with water and

dried in a vacuum oven to afford form D (3.18 g). The sample analysed for 0.8% water
by Karl Fischer analysis.

“
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Example 10

Crystalline Farm H (not hydrated or solvated)

Heating a sample of the ethanol solvate (form D) at 130°C (i.e. above the desolvation

temparature} 1n a vactum oven resulted in “form H”,

The XRPD, DSC and TGA are shown in Figures 22 to 24 of the accompanying
drawings,

Example 11

Crysialline Form G (n-butanol solvate)

Sarsasapogenin (100 mg} was suspended in n-butanol (2 ml). The mixture was heated
at 70°C for 1 hour and allowed to cool over a 3 hour period. The precipitate was

filtered, dricd and shown to be the n-butanol sclvate.

The XRPD, DSC and TGA traces are shown in Figures 19 io 21 of the accompanying
drawings.

Lxample 12

Crystalline Form E (n-propanc] solvate}

Sarsasapogenin {100 mg) was suspended in r--propancl (2 ml). The mixture was heated
at 70°C for 1 hour and allowed to cool over a 3 hour period. The precipitate was

filtered, dried and shown to be the n-propancl sclvate.

The XRPD, DSC and TGA traces are shown in Figures 13 to 15 of the accompanying
drawings.
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Example 13

Crystalline Forrn I (fro-nropancl solvate)

Sarsasapogenin (100 mg) was suspended in iso-propanol (2 ml). The mixtwe was
heated at 70°C for 1 hour and allowed to coal over a 3 hour period. The precipitate was

filtered, driad and shown 1o be the iso-propano] solvate.

The XRPD, DSC and TGA traces are shown in Figures 16 to 18§ of the accompanying
drawings,

Example 14

Farm 1 (0.3-hvdrate)

Sarsasapogenin (form H; 50 mg) was stored at 40°C and 75% relative humidity for 18
days 1o furnish fonn L

The XRPD, DSC and TGA traces are shown in Figures 25 (o 27 of the accompeanying
dvawings. -

Exambple 15

Form J {tert-butyl methvi ether salvate)

Sarsasapogenin (300 mg) was sticred in ferf-butyl methyl ether at 50°C for S min. The
mixture was allowed to cool and stirred overmight. The solid was harvested by

filtration, washed with fers-butyl methyl sther (4 ml} and air dired to fumnish form J.

The XRPD, DSC and TGA traces are shown in Figures 28 to 30 of the accompanying
drawings.

SE
96
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Tixample 16

Form K (hemi-methanol solvate)

Sarsasapogenin was recrystallised from methano] te fomish form K.

The XRPD and DSC traces are shown in Figures 31 and 32 of the accampanying
crawings.

Exanmple 17

Form L (3-methyl-1 -butanol soivate)

Sarsasapogenin was recrystallised from 3-methyl-1-butanol to firnish form L.

The XRPD trace is shown in Figure 33 of the accompanying drawings and the unit cell

dimensions, angles and space group are shown in Table 1 above,
Example 18

Form M {mono-methanol. hemi-THF solvate}

Sersasapogenin was recrystallised from a mixture of methanel and tetrahydrofuran

{THE) containing one mole equivalent of raffinose, to furnish form M.

The XRPD trace is shewn in Figure 34 of the sccompanying drawings and the unit cell

dimensions, angles and space group are shown in Table 1 above,
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Example 19

Form N {mono-methanol. mono-water solvate)

Saregsapogenin was recrystaliised from a mixture of methano! and tetrahydrofuran

(THF) containing cne mole equivalent of sucrose, to furnish form N.

The XRPD trace is shown in Figure 35 of the accompanying drawings and the pnit cell

dirnensions, angles and space group are shown in Table I above.

Example 20

Form © (dicthvleneglveol monemethyl ether solvate)

Sarsasapogenin was recrystallised from diethyleneplycol monomethyl ether to furnish
farm O.

The XRPD trace is shown in Figure 36 of the accompanying drawings and the unit cell

dimensions, angles and space group are shown in Table 1 above.
Example 21

Form P (aminoethanol solvate)

Sarsasapogenin was recrystallised from aminocethanol to furnish form P.

The XRPD trace is shown in Figure 37 of the accompanying drawings and the unit cell

dimensions, angles and space group are shown in Table 1 above,

o Sl M
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Lxample 22

Form O (phenviethvlamine solvate)

Sarsasapogenin was recrystallised from phenylethylarnine to furnish form Q.

The XRPD trace is shown in Figure 38 of the accompanying drawings and the unit cell

dimensions, angles and space group are shown in Table 1 above.

The foregoing broadly describes the present invention, without limitation. Variations
and modifications as will be readily apparent to those of ordinary skill in this art are

intended io be included in the scope of this application and any resuliant patent,
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CLAIMS

Sarsasapogenin in the form of crystalline form H as defined herein or in the farm

of a crystaliine solvate or hydrate.

2.

Sarsasapogenin according to claim 1, in any one or more of cryslalline forms

Genl, Gen2, Gen3, Gen 4, A, C,D,E,F, G, H, LL ICL, M, N, O, P, Q and R as

defined herepa

3. Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form Genl.
4,  Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in erystalline form GenZ.
5.  Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystaliine form Gen3.
6.  Sarsasapogenin according to claim | or claim 2, in crystalline form Gen4 or R.
7. Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form A.

8.  Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form C.

0.  Sarsasapogenin according to ¢laim 1 or claim 2, in orystalline form D.

10. Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form E.

11. Sarsasapogenin according to claim 1 or ciaim 2, in crystalline form F.

12. Sarsasapogenin according to claim [ or ¢laim 2, in crystalline fonn G.

13. Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form H.

14.

Sarsasapogenin according to claim 1 or elaim 2, in crystalline form I,
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Sarsasapogerin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form J.
Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in Crystalline form K.
Sarsasapogenin according to cleim 1 or claim 2, in erystalline form L.
Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form M.
Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form N.
Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form O.
Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form P.
Sarsasapogenin according to claim 1 or claim 2, in crystalline form Q.
Sarsasapogenin hydrate.

Sarsasapogenin hydrate according to cleim 23, which is a mono-hydrate or

nominally a 0,5-hydrafe, including for exampie a 0.3-hvdrate.

25

26.

Sarsasapogenin soivate.

Sarsasapogenin solvate according io claim 25, formed with an organic solvent

selected from solvenis contaimng at ieast one heteroatomn which is more electronegative

{han carbon.

a7

Sarsasapegenin solvate according to claim 25, formed with an organic solvent

selected from solvents containing a conjugated or aromatic system of unsaturated

carbon-carbon bonds,
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28. Sarsasapogenin solvate according to claim 25, wherein the solvent is selected
from ketones, alcohols, ethers, esters, aromatic selvents, substituted forms of any of the

foregoing and, where possible, mixtures thereof with each other, with other organic
selvents and/or with water.

29.  Sarsasepogenin solvale according to claim 28, wherein the solvent is selecied
from: acetone, mefhyl cthy! ketorie, methyl iso-butyl ketone, methanol, ethanol, n-
propancl, i-propanol, n-butuncl, t-butanol, 3-methyl-l-butanol, aminocethanol,
phenylethylamine, t-butyl methyl ether, diethyleneplycol monomethyl ether,
tetrahydrofuran, ethyl formate, n-butyl acetate, i-propyl acetate, ethyl acetate, o-xylene,

m-xylene, p-xylene, toluene, cumenc, heptene, cyclohexane or mixtures thereof.

30. Sarsasapogenin solvate according to claim 28, wherein the solvent is a mixture or
combination of any of the following and water: acetone, methyl ethyl ketone, mathyl
iso-butyl ketone, methanol, ethanol, n-propancl, i-propanocl, n-butanol, i-butanol, 3-
methyl-1-butanol, aminoethanol, phenylethylamine, t-buty! methyl eiher,
diethyleneglycol meonomethyl ether, tetrahydrofuran, ethyl formate, n-butyl acetate, i-
propyl acetate, cthyl acetate, o-xylens, m-xylene, p-xylene, toluene, cumene, heptane,

cyclohexane or mixtures thereof.

31, A compound selected from: sarsasapopgenin  hemi-acetone  solvate;
sarsasapogenin meng-acetone solvate; sarsasapogenin ethanol solvaie; sarsaszpogenin
n-butanol solvate; sarsasapogenin n-propanol solvate; sarsasapogenin iso-propancl
solvate; sarsasapogenin mone-fert.-butanol solvate; sarsasapogenin 3-methyl-1-butanol
solvate; sarsasapogenin hemi-methanol solvate; sarsasapogenin rert-butyl methyl ether
solvate; sarsasapogenin methanol THF solvate; sarsasapogenin methanal water salvate;
sarsasapogenin  diethyleneglycol monomethiyl ether  solvate; sarsaspogenin

aminoetharol solvate; sarsasapogenin phenylethylamine solvate; and sarsasapogenin
THF solvate.

32. A compound according to any one of claims 13 to 20 in crystalline form.
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33, Amorphous sarsasapogenin.

34. A meihod for purification of sarsasapogenin, particularly but not exclusively on a

commercial manufacturing scale, which comprises forming hydrated sarsasapogenin

crystals in form C as defined herein and subsequently drying the hydrated

sarsasapogenin crystals to form relatively pure snbstantislly non-solvated non-hydrated

crystailine sarsasapogenin.

35. A method according to claim 34, wherein the hydrated sarsasapogenin crystals are

formed by slurying, in water or an agpeous organic medium, sarsasapogenin

precipitated from an organic solvent.
36. A method according to claim 35, wherein the organic solvent is acetone.

37. A method for purification of sarsasapogenin, particularly but not exclusively on a
commercial manufacturing scale, which comprises dissolving sarsasapogenin i a
mixed alkane/ketone solvent and precipitating sarsasapogenin from the resulring

solution as relafively pwre substantially non-selvated non-hydrated erystalhine
SArsasapogenin.
38. A method according to claim 37, wherein the alkane is hePtﬁne.

39, A method according to claim 37 or claim 38, wherein the ketone is acetone,

40, Sarsasapogenin, in substantially pure form, when prepared by a process according
to any one of claims 34 to 39. :

41. A material according to any one of claims 1,2,3 to 6, 7 to 16, 17 to 22, 23, 24, 25
to 28, 30, 31 to 33 and 40, substantially free of another form of sarsasapogenin and/or

substmniially free of other steroidal sapogenins and/or steroidal saponins.
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42 A material accordingtoany one of claims 1,2, 3ta &8, 7to 16, 17 to 22, 23, 24, 25

to 29, 30, 31 to 33, 40 and 41, in af least about 30% by weight pure form.

43, A material according to aﬁy one ofclaims 1,2, 3t0 6, Tt 16, 171022, 23, 24, 25
to 29, 30, 31 to 33 and 40 in at least about 80% by weight pure form.

44. A material according to émy one of claims 1,2,310 6, 7 to 16, 17 t0 22, 23,24, 25
to 29, 30, 31 to 33 and 29 in at least about 95% by weight pure form.

45. A process for obtaiming pharmaceutical or edible grade sarsasapogenin or &
derivative thereof, wherein at least one step of the process includes preparing 2 material

according to any one of claims 1, 2, 3 to 6, 7 to 16, 17 fo 22, 23, 24, 25 {0 29, 30, 31 to
33 and 40 to 44.

46. A process according to claim 45, wherein the material is prepared in the physical

form of an isolated dry solid or in a liquid medium such as a crystal slurry.

47. A process according to claim 45 or claim 46, further comprising formulating the
resultant pharmaceutical or edibie grade sarsasapogenin or derivative thereof into a

medicament, foodstuff, food supplement, beverage or beverage supplement.

48. A method of adjusting sarsasapogenin hetween forms selected from the
arnorphous form and the crystalline forms A, B, C,D,E, F, G H, L, K, T, M. N, Q, P,
Q, R, Genl, Gen2, Gen3 and Gen4 as herein defined, comprising preparing a solution of

a first such form of sarsasapogenin in an appropriate organic solvent or solvent mixture,

optionally in the presence of water, and precipitating sarsasapogenin therefrom, to

obtain the adjusted form of sarsasapogenin.

49. A method according to claitn 48, wherein the adjusted form of sarsasapogenin
comprises a material according to any one of claims I, 2,3 to 6, 7 to 16, 17 to 22, 23,
24,25 to 29, 30, 31 to 33 and 40 to 44.
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50. A method of adjusting the hydration level of sarsasapogenin, comprising
preparing & solution of a first form of sarsasapogerin in an eppropriate organic solvent
or solvent mixiure, optionally in the presence of water, and precipitating sarsasapogenin

therefrom, to obtain sersasapopenin at a said adjusted hydration level.

51. A method according to claim 50, whersin the adjusted form of sarsasapogenin

comprises a material according to claim 8 or claim 24,

52. A method according to any one of claims 48 to 51, further comprising preparing a

derivative of sarsasapogenin {ram the matenzal initially obtained.

53. A method according 1o claim 32, wherein the derivative is a prodrug of

sarsasapogenin.

54. A method according to any one of claims 48 to 53, furthier comprising formulating
the resultant pharmaceutical or edible grade sarsasapogenin or derivative thereof into a

medicament, foodstuff, foed supplement, beverage or beverage supplsment.

5. Sa.rsasapcgénin ora dm‘v_ative thereof, when prepared by a method according to

any oae of claims 48 to 54.

56. A method of preparing & prodrig of sarsasapogenin, which comprises estedfying
a sarsasapogenin material according to any one of claims 1, 2, 3 to 6, 7 to 16, 17 to 22,
23,24, 25 to 29, 30, 31 to 33, 49 to0 44 and 33.

57. A prodrug of sarsasapogenin, when obtained by a method zecording to claim 56.

58. A msterial according to any one of claims 1,2, 3 to 6, 7 to 16, 17 o 22, 23, 24, 25
ta 29, 30, 31 to 33, 40 to 44, 55 and 57, for use as a medicament, foodstuff, food

supplement, beverage or beverage supplement.

59. A composition cemprising a material according to any one of claims 1,2, 3 to 6, 7

to 16,17 to 22, 23, 24, 25 t0 29, 30, 31 to 33, 40 to 44, 55 and 57 in admixture with one

e
65
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or more further component selected from: one or more other materials according to any

one of the preceding claims, another form of sarsasapogenin, any other hiologically

active material, and any biologically inactive material.

60. A composition according te claim 59, wherein the other form of sarsasapogenin,

when present, is crystalline form B as defined herein.

61. A compesitien according to claim 59 or claim 60, for use as a medicament,

foodstuff, food supplement, beverage or beverage supplement.

62. A method of preparing a composition according to any one of claims 59 to 61,
comprising admixing a material according te any one of claims 1, 2,3 to 6, 7 to 16, 17
to 22, 23, 24, 25 to 29, 30, 31 to 33, 40 to 44, 55 and 57 with one or more further
component selected from: one or more other materials according to any ane of claims
1,2,3t06,7 to 16, 1710 22, 23, 24, 25 t0 29, 30, 31 fo 33, 40 to 44, 55 and 57, another
form of sarsasapogenin, any other biclogically active material, and any biologically

inactive material, and any combination thereof.

63. Use of a material or composition according to any cne of claims 1,2, 3 to 6, 7 o
16, 17 to 22, 23, 24, 25 t0 29, 30, 31 i0 33, 40 to 44, 55 and 57 to 61 in the manufacture

of 2 medicament, foodstuff, food supplement, beverage or beverage supplement.

64. Use according to claim 63, whersin the medicament, foodstuff, food supplement,
beverage or beverage supplement is for the enhancement of cognitive function or for the
treatment of a condition selected from: obesity and diabetes obesity syndromes;
coguitive dysfunction and atlied conditions; conditions chiaracterised by a deficiency in
membrane-bound receptor number or function; non-cogritive neurcdegeneration; non-
cognitive neurcmuscular degeneraticn; motor-sensory neurodegeneration; and loss of

receptor function in the absence of cognitive, newral or neuromuscular impairment.

65. A methed of nen-therapeutic enhancement of cognitive function in a human or

non-liiman animal or for the treatment of a human or non-human animal suffering
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from, or susceptible to, a condition selected from: obesity and diabetes obesity
syndromes; cognitive dysfunction and allied condifions; conditions characterised by a
deficiency in membrane-bound receptor number or function; non-cognitive
nevrodegeneration; non-cognitive  neuromuscular  degeneration;  rnotor-sensory
neurodegeneration; and loss of receptor function in the absence of cognitive, neural or
neuromuscutar impairment, which comprises administering to the said human or non-
human animal an effective amount of a material or composition according to any one of

claims 1, 2, 3 to 6, 7 to 16, 17 to 22, 23, 24, 25 t0 29, 30, 31 to 33, 40 to 44, 55 and 57

10

ooen

66. A method aécording to claim 65, wherein the animal is a human.

o
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COMPUESTOS QUIMICOS

Campo de la Invencién

5  La presente invencion se relaciona con formas amorfas y cristalinas novedosas de

sarsasapogenina y sus hidratos y solvatos.

Antecedentes de la Invencién

O 10. Se establecid bien que algunos compuestos organicos pueden cristalizar en un
namero de diferentes formas polimdrficas o habitos de cristal, que pueden
comprender el compuesto como tal, los solvatos del compuesto, los hidratos del
compuesto, o las combinaciones de éste. Alternativamente, el compuesto, solvato

o hidrato puede precipitar como un solido amorfo.

La estabilidad y biodisponibilidad del producto de droga puede variar de acuerdo
con la forma polimérfica presente. La eleccidn de la forma de cristat es asi un
aspecto critico del desarrollo de la droga (Brittain, Pharm. Tech. pp. 50-52, 1994;
Yu et al, Pharm. Sci. Technol. Today, 1, pp. 118 a 127, 1998; Byrn ef al., Chem.
20  Mater. 6 pp. 1148 a 1158, 1994, Byrn et al., Pharm. Res., 12, pp. 945 a 854, 1995;

Henk et al., Pharm. Ind. 59, pp. 165 a 169, 1997).

La sarsasapogenina es una sapogenina esteroidal espirostano A/B-cis que tiene ia

estructura:
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Son conocidos derivados, de los cuales se podrian mencionar particularmente
ésteres formados con el grupo OH en la posicién 3 del atomo de carbono en el

anilio A {extremo a mano izquierda), por ejemplo ésteres de acido carboxilice tal

5 como acetato de sarsasapogenina.

Q La sarsasapogenina y sus derivados se han identificado como agentes
terapéuticos valiosos en medicina humana y veterinaria y en tratamientos
humanos y animales no humanos no terapéuticos. Ver, por ejemple, la Patente

10 U.S No. 4680289 (uso de sarsasapogenina confra [a obesidad y los sindromes de

obesidad en diabetes); Yi ef al,, Synthesis and Applications of Isolopically tabefled .

2 AT P

Compounds, 315 a 320, 1897 (Ed. J R Heys y D G Melilo) {uso de la
sarsasapogenina contra demencia senil); WO-A-89/48507 {usc de la

sarsasapogenina contra condiciones caracterizadas por una deficiencia en el

j—
LN

nimero de receptor unido 8 membrana o funcién), WO-A-01/23406 y WO-A-
01749703 (uso de derivados de sarsasapogenina contra disfuncidon cognitiva y
condiciones aliadas, que incluyen uso no terapéutico para mejorar @ funcién
cognitiva en humanos y animales mentalmente saludables); y WGO-A-02/079221 v
WO-A-03/082893 (uso de sarsasapogenina y derivados de éstos contra
20 neurodegeneracion no ‘cognitiva, degeneracion neuromuscular no  cognitiva,

neurodegeneracion motor-sensoriat y pérdida de la funcidn receptora en ausencia

del dafio coghitivo, neural o neuromuscular).
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Ademas, la sarsasapogenina es conocida como un precursor importante en Ia

glaboracion de otros compuestos esteroides.

Se ha repartado que la recristalizacién de la sarsasapogenina de acetona dio
cristales prismaticos grandes con un punto de fusién de 198-182.5°C (Simpson y

Jacobs, J. Biod. Chern., 105, 501 a 510, 1934},

La recristalizacidén de la sarsasapogenina de‘acetona dio un producto con un punto
de fusion de 199.5-200°C, el cua! no cambid a la cristalizacién de alcohel
(Simpson y Jacobs, J Biol Chem., 109, 573 a 584, 1835). Estog autores

reportaron gue el punto de fusidn del producto obienido luego de la recristalizacion

del acetato de etilo posela un punto de fusion de 194-195°C y se atribuyd esto al-

polimorfismo en razon a que los datos analiticos elementales fueron consistentes

con la formula malecular Cz7H4405.

En J. Am. Chem. Soc. pp. 846 a 851, 1939, Marker ef al. Reportd un punto de

fusion de 200°C para la sarsasapogenina.

Marker ef al. (J. Am. Chem. 5cc. 85, pp. 1198 a 1209, 1943, en la p. 1207) repontd
que el acetato de sarsasapogenina muesira formas polimérficas que funden a 126-
129 y 138 a 142°C. El punio de fusion de la sarsasapogenina de un nimero de
fuentes estuve siempre en el rango de 198-202°C. Sin embargo, no se establecio

el disolvente de recristalizacion y el articulp no hace mencion a las formas

polimarficas de sarsasapogenina,

En J. Am. Chem. Soc. 77, pp. 5661 a 5685, 1955 Wall ef a/. se reportd que la

sarsasapogenina cristalizé como placas de acetona con punto de fusién de 200°C.
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Scheer et afl. cristalizd etil acetato de sarsasapogenina proveniente de petrdleo

liviano y observd un punto de fusion de 188-188°C (Scheer et al, J. Am. Chem.

Soc., 77, pp. 641 a 6486, 1855).

Wall et al., {J. Biol. Chem., 198, pp. 533 a 543, 1952) reportd &l punto de fusidn de

" la sarsasapogenina por ser 200°C. Sin embargo, ¢l disalvente de recristalizacion

no se establecis. El papel reportd que el uso de un aparato para punto de fusiop
microsconico Kofler que tiene discos polarizantes permitic cbservar la forma o el
habitc del cristal. No se hace mencién al polimorfismo pero el impacto de las

impurezas luego del punto de fusién se anoto.

Parsons ef al. (Henry Ford Hosp.. Med. Buli,, 12, pp. 87 a 120, 1964) describe una
forma cristalina especifica de sarsasapogenina mediante difraccidn de rayas X en
polvo (XRPD}. De los datos presentados no se puede concluir gue esta forma

corresponda a ninguna de las formas descritas agui.

Las publicaciones de la técnica anterior reconocidas anteriormente se incorporan

aqui como referencia.

Dependiendo de la ruta de administracién deseada en la terapia, puede ser
deseabie mejorar o al menos controlar a estabilidad y Ia solubilidad del agua de la
sarsasapogenina, para obiener un perfil de biodisponibifidad deseado.
Adicionalmente, éste puede ayudar a la elaboracion o el procesc de purificacién si

la estabilidad y {a solubilidad del agua de la sarsasapogenina se pueden controlar

19
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En principio, la soiubilidad del agua de las formas polimérficas de un compuesto
organico no es necesariamente la misma para todas las formas. Por lo tanto, el
uso de formas cristalinas especificas o habitos se puede ofrecer control util de la
solubilidad del agua. En el caso de compuestos raramente solubles en agua tal
como la sarsasapogenina, aun un ajuste ligero de la solubilidad del agua por
medio de un ajuste a ia forma polimérfica puede ofrecer procesamiento til ©

ventajas bioldgicas.

Hemos examinado comercialmente la sarsasapogenina disponible y hemos

encentrado que ésta ocurre en una forma cristalina especifica, la cual hemos

caracterizado como forma B.

La Figura 1 de los dibujos que acompafian muestra un patrén XRPD obtenido en A
= 1.5406 Angstroms, la Figura 2 muestra una traza de caicrimetria de exploracion
diferencial {DSC), vy la Figura 3 muestra una traza de analisis termogravimétrico,
todas oblenidas de una muestra de sarsasapogenina comercialmente disponible

obtenida de Steraloids, Inc. (www.steraloids.com). Este es un ejemple de forma B

de sarsasapogenina cristalina.

El patrén XRPD se obtuvo utilizando un equipo difractémetro Bruker C2 con una
etapa XYZ, un microscopio de video laser y un detector de area HiStar. Los
tiempos de recoleccidn tipicos fueren de 200s. El voltaje y la corriente del tubo de
cobre sellado (radicacion Cu Ka: 1.5406 Angstroms) se establecié en 40 kV y 40
mA respectivamente. Las opticas de rayos X sobre el aparato C2 consistieron de
un espejo Gobel simple acoplado con un colimador de agujero de 0.3 mm de

diametro. La divergencia del raye (tamafo efectivo de la mancha de rayos X)

produjo un valor de aproximadamente 4 mm.

(00
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Breve Descripcion de la Invencion

La presente invencion esta basada en nuestro hallazgo sorprendente de que

5  nuevas formas crista!linas de sarsasapogenina se pueden preparar y que una
r

forma amorfa novedo:sa de sarsasapogenina se espera se pueda preparar. En
|

particular, pero no e;i(plusivamente, hemos encontrade gue la sarsasapogenina
muestra una gran prci:pensién a cristalizar como nuevos solvatos o hidratos, con
disclventes orgénicosio agua respectivamente. La cristalizacion con uno o mas
10 disolvente organico y 1fagl.la también se habia observado, en la expresion "solvato”
utilizada aqui incluye, tafes formas. Adicionalmente, las propiedades de éstas

|
formas novedosas d:e sarsasapogenina ofrecen ventajas sustanciales en la

3).

—
poa
U

}
glaboracion y uso de ITa sarsasapogenina y sus derivados (por ejemplo, los ésteres
1

|
| - - ' s .
De acuerdo con un |primer aspecto de la presente invencidén, se suministra

i
sarsasapogenina en |E! forma cristalina H (no hidrate, no solvata) o en fa forma de

I
un solvato cristalino o hidrate.
|

20 La sarsasapogenina c{ristaiina puede estar en una cualguiera © mas de lag formas

cristalinas A, C, D, EJ|JF, G, H, |, J, K, L, M, N, O, P, Q, R, Gen1, Gen2, Ger3 y

Gen4 coma se definidlaqui.

|
i
Ciertas de estas formas cristalinas son solvatos, y ciertas son hidratos, como se
]

discutid con mas detalle adelante.

3%
n
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Asi, de acuerdo a un segundo aspecto de la presente invencién, se suministra
solvato de sarsasapogenina, preferiblemente en la forma cristalina. k! disolvente
organico utilizado se puede seleccionar de aguellos indicados adelante u otros
disolventes organicos o cualquier mezcla o combinacion de éstos. El t&rmino
“solvente organice” no pretende estar a disclventes puros o a disolventes en los
cuales la sarsasapogenina es altamente soluble a temperatura ambiente. Esta
incluye, por ejempio, otros compuestos organicos gue son liquidos a temperaturas
logrables sin la degradacion de la sarsasapogenina, los compuestos organicos
gue se pueden tomar en la estructura cristalina de sarsasapogenina sobre
suspensiones de cristales con el compueste en la forma liquida, y mezcias de
tales compuestos. Hablando en términos generales, el criterio es que la
sarsasapogenina deba ser capaz, sin dificultad indebida en el laboratorio
prebonderante, ambiente piloto o comercial, a ser disuelta o suspendida en el
material disoivente organico y precipitada {y preferiblemente cristalizada) de éste,

0 a ser suspendida en forma de cristal en el material de disolvente organico.

Adicionalmente, de acuerdo a un tercer aspecto de la presente invencion, se

suministra hidrato de sarsasapogenina, preferiblemente en la forma cristalina.

De acuerdo a un cuarto aspecto de la presente invencidbn, se suministra

sarsasapogenina amorfa,

Estas formas novedosas de sarsasapogenina y los métodos asociados para éstas
ofrecen control mejorado de la preparacion de la sarsasapogenina grado
farmacéutico o comestible, y la posibilidad de preparar sarsasapogenina grado

farmaceutico ¢ comestible con caracteristicas de suministro v biodisponibilidad

mejoradas.

Ayl

(6
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E! material cristalino o amorfo de la presente invencién puede estar presente
sustancialmente libre de otras formas de sarsasapogenina y/o sustancialmente

iibre de otras sapogeninas esteroidales y/o sapceninas esteroidales.

El material cristalino o amorfo de la presente invencidn puede estar
preferiblemente presente en al mencs aproximadamente 50% en peso de forma
pura, por ejemplo 2l menos aproximadamente 70% en peso de la forma pura, por
gjempio, al menos aproximadamente 80% en peso de la forma pura, por gjemplo
en al menos aproximadamente 85% en peso de la forma pura, por ejemplo al
menes aproximadamente 80% en peso de la forma pura, por ejemplo al menos
aproximadamenie 95% en peso de la forma pura, por ejemplo al menos
aproximadamente 97% en peso de la -forma pura, por ejemplo al menos

aproximadamente 28% en peso de la forma pura.

Los materiales de acuerdo con la presente invencidon pueden estar presentes en
cualquier forma fisica adecuada, por ejemplo como un sélido seco aislade, que

puede ser fluible o no fluible, un sélido humedo aislado, o en un medio liquido tal

como una suspension de cristal.

Cualquiera de los materiales de acuerdo con la presente invencion pueden si se
plesea estar presentes en la mezcla con uno 0 mas de olros materiales de acuerdo
con la presente invencion, otra forma de sarsasapogenina, cualquier otro material
bictdgicamente activo. cualguier material biologicamente inactivo, o cualguier

combinacion de éstos. La dicha otra forma de sarsasapogenina, cuando estd

presente, puede ser la forma cristalina B.
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La presente invencién suministra ademas métodos para ajustar la forma cristalina
de la sarsasapogenina entre las formas A, B,C, D, E,F, G H. |, J, K, L M, N, O,
P, Q. R, Gen1, Gen2, Gen3d y Gend, los méiodos para ajustar la forma de
sarsasapogenina entre sus formas amorfa y cristalina, y los métodos para ajustar

ta hidratacion o el nivel de sclvatacion de la sarsasapogenina.

La presente invencidn también suministra los meétodos para preparar los
materiales de la presente invencidon, preferiblemente mediante precipitacion de
una solucién de sarsasapogenina en un disolvente organico apropiado o una
mezcla de disolvente, opcionalmente en la presencia de agua. Tal método puede
incluir el uso de modificadores de cristalizacion, como serd conocido por aquelios
expertos en la {écnica. Esle meétodo de precipitacion se puede utilizar para
purificar la sarsasapogenina. En casos donde el material precipitado es un solvato

o hidrato, éste se puede convertir a una sarsasapogenina no solvatada o no

hidratada mediante pasos adicionales.

La presente invencidn suministra por lo tanto un método para purificacion de

sarsasapogenina, particularmente peroc na exciusivamente en una escaia de

elaboracidn comercial, la cual comprende formar cristales de sarsasapogenina

hidratados 'en ia forma C vy subsecuentemente secar los cristales de
sarsasapogenina hidratados, preferiblemente a una temperatura por debajo de
apreximadamente 80°C, mas preferiblemente por debajo de aproximadamente
70°C, mas preferiblemente por debajo de aproximadamente 80°C. para formar

sarsasapogenina cristalina relativamente pura sustanciaimente no solvatada no

hidratada.
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La presente invencién suministra un método alternativo para purificacion de
sarsasapogenina, particularmente pero no exclusivamente a una escala de
elaboracion comercial, que comprende disolver la sarsasapogenina (incluyendo
cualguier forma solvatada, hidratada, cristatina ¢ amorfa de ésta) en un disolvente
de alcanc/cetona mezclado, preferiblemente en ausencia o ausencia sustancial de
agua, y precipitar la sarsasapogenina de la solucion resultante como una
sarsasapogenina cristalina relat'rva'mente pura sustancialmente no solvatada nc

hidratada. En general, el producto final deseado precipitara directamente de tal

disoivente.

La expresién “relativamente pura” en el contexta de estos métodos de purificacion

se refiere a un nivel de pureza mayor que el material de partida.

La presente invencion suministra ademas un  proceso para  obiener
safsasaﬁogenina grado farmacéutico o comestible o un ﬂerivado de éste (por
ejemplo, un derivade de 3-éster tal como un derivado de éster de acide 3-
carboxilico), en donde al menos unaz etapa del procesc incluye preparar
sarsasapogenina en una o mas de las formas de acuerdo con la presente
invencién o en dende el proceso comprende un método de purificacidn de acuerdo
con la presente invencian. La sarsasapogenina o derivado de ésta se puade
preparar en cualquier nivel adecuado de solvatacion o hidratacion y en cualguier

forma fisica adecuada, per ejempio como un sélido seco aislado o en un medio

liquido ta! como una suspension de cristal.

La sarsasapogenina grado farmacéutico o comestible resultante o derivado de

esta se puede formular subsecuentemente en un medicamento adecuado,

@
lo7
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comestible, suplemento alimenticio, bebida o forma de suplemento de bebida. Tal

formulacion se puede desarrollar de marnera convencional.

Las formas novedosas de sarsasapogenina suministradas por la presente
invencidn poseen un nimero de ventajas sobre la forma conocida, particularmente
en términos de su estabilidad y caracteristicas de manejo. Estas ventajas son
aplicables a una o mas de las fases de elabc_)racién, purificacion, formulacién y
aimacenamiento de las compoéiciones de sarsasapogenina comercializadas (que
inchuye composiciones que contienen derivados de sarsasapogenina tal como sus
derivados 3-éster) y/o al suministro de |a sarsasapogenina o derivado de éste de

la composicién al paciente humano o no humano para lograr & efecto

farmacologico deseado.

La presente invencidn también suministra medicamentos, comestibles,
supiementos alimenticios, bebidas y suplementos de bebida que contienen los
matenales de la presente invencion, los meétodos para preparar los medicamentos,
los comestibles, los suplementos alimenticios, las bebidas y los suplementos de
bebida, usos de dichos materiales en la preparacion de medicamentos,
comestibles, suplementos alimenticios, bebidas vy suplementos de bebida, v usos
de los medicamentos, comesiibles, suplementos alimenticios, bebidas y
supiementos de bebida en medicina humana y veterinaria y en tratamientos

humanos y animaies no humanos no terapéuticos.

)
L

Jot
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Descripcion Detallada de la Invencion

Solvatos

Cualquier disolvente organico puede en principio ser ulilizade para preparar un
solvato de sarsasapogenina, y hemos encontrado que un amplio rango de

disolventes produce buenos resultados.

Como se menciond anteriormente, un solvato puede incluir también agua junto con

ino o mas disolventes organicos,

Aungue se cree gue la forma cristalina de la técnica anterior de la.
sarsasapogenina no fue un solvato organico, reconocemos que |a técnica anterior
no ensefa la cristalizacion de la sarsasapogenina de ciertos disolventes
organicos, particularmente acetona. Nosotros por lo tanto declaramos que, si se
muestra o considera que un item de Ia técnica anterior liena el requisito legal de
una descripcion antarior de un solvato de_elanoi de sarsasapcgeninag o un solvatc
de acetona de sarsasapogenina o cualquier otro solvato o solvatos especificos de
sarsasapogenina, ¢ hace tal solvato obvic bajo el ensayo legal relevante, entonces
nos reservamos el derecho a insertar una renuncia de tal solvato en (as

reivindicaciones de esta solicitud y patente subsecuente.

Los niveles de solvatacion molar relativos de los solvatos de acuerdo con la

presente invencion pueden estar en unidad por encima o por debajo.
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Hemos encontrado que la formacidén del solvato es eficiente si el disolvente
contiene al menos un heterocatomo electronegativo tal como oxigeno o nitrégeno, o

un sistema conjugado o aromatico de uniones de carbono-carbono insaturadas.

También hemos encontrado que los solvatos de sarsasapogenina se pueden
obtener los cuales incorporen mas de un disolvente organico en la estructura

cristalina, o que incorporen uno o mas disolventes organicos y agua en ia

estructura cristalina.

Asi, por gjemplo, el disolvente se puede seleccionar de cetonas, alccholes, éteres,
esteres, disolventes aromaticos, y, donde sea posible, mezclas de éstos uno con

el otro, con otros disolventes organicos yfo con agua.

Cetonas

Cualquier cetona que tenga un punto de fusion adecuado se puede utilizar. Se
puede mencionar particularmente las dialquil cetonas, méas particularmente dialquil
cetonas en los cuales los grupos alguilo, que pueden ser igualés 0 diferentes, son
seleccionades de grupos alquilo rectos o ramificados que contienen de 1 a
aproximadamente 8 atomos de carbono (por gjemplo, di alquil cetonas Cs a Cs 0

alquilo C4 a Cg — alquilcetonas C, a Cs tales como acetona, metil etil cetona o metil

iso hutil cetona).

La cetona puede ser opcionalmente sustituida con uno o mas sustituyentes. Tai
sustituyente puede adecuadamente ser de un tamafio relativamente pequefio en
cormparacion con la'melécula de cetona, de tal forma que la formacién de solvato

no se evita. Ejemplos de grupos sustituyentes adecuados incluyen grupos que
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contienen heteroatomos tal como un atomo N o un atome. O gue contiene grupes,

por ejernplo grupos amine o alcoxi (por ejemplo, alcoxi Cq 3 Ce).

Hemaos recristalizado sarsasapcgenina de acetona para obtener sclvato de herﬁi
acetona de sarsasapogenina cristalina, gque hemos denominado. “forma A"
Sorprendentemente, hemos encontrade gque este solvato de sarsasapogenina
inicialmente cristaliza comao el solvate mono-acetona, que luego pierde la mitad de

una mol de acetona luego de la filtracion y el secado inicial.

El sclvato de hemi acetoha muestra estabilidad razonable con respecto al secado
adicionai, pero se puede desolvatar al calentar a aproximadamente 80-100°C para

proveer la forma no solvatada conocida que hemos dencminado forma B.

Aungue tal proceso se ha mostrado por ser Uil para {a formacion de la forma B, el
requisito para calentar el producto a altas temperaturas es desventajoso desde el

punto de vista del proceso de elaboracion a gran escala.

Para la preparacidn de la sarsasapogenina en su forma no solvatada, hemos
encontrado sorprendentemente que las temperaturas de desolvatacién de los

solvatos con cetonas superiores, tales comao solvato de metil etil cetona o metif iso

butit cetona, son inferiores que para acetona.

Alcoholes

Cualquier aicohol que tenga un punto de ebullicidn adecuado se puede utilizar. Se
puede mencionar particularmente ios alquil alcoholes, mas particularmente alquil

mono-cles en los cuales el grupo alquilo se selecciona de grupos alquilo recto o
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ramificado que contienen de 1 a aproximadamente 8 &tomos de carbono, por
ejemplo gue contienen 2 a aproximadamente 8 atomos de carbone, por gjemplo
gue contienen de 3 a aproximadamente 8 atomces de carbono, por gjemplo que
contienen de 4 a aproximadamente 8 atomos de carbono (por ejemplo, alquil
mono-oles Cy a Cg tales como metanal, etanal, n-propanol, n-butandcl, iso-propanol
y ferc-butanol. Ei alcohol puede ser opcionalmente sustituido con unc o mas
sustituyentes. Tal sustituyente pucde adecuadamente ser de un tamafio
relativamente pequefio en comparacion con la molécula de alcohol, de tal forma
que la formacién de solvatoe nc se evita. Ejempios de grupos sustituyentes
adecuados incluyen grupos que contienen heteroatomos tales como et atomo N o
los grupas que contienen el atomo Q, por ejempla amino, alcoxi {por ejemplo,

alcoxi Cy a Cs) 0 grupos alcoxi sustituido por alcoxi (por ejemplo, alcoxi C; a Cq

sustituido por alcoxi C; a Cg).

Por gjemplo, hemos encontrado, sorprendentemente, que la sarsasapogenina

forma solvatos con metanol, etancl, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, terc-

butanol, 3-metil-1-butanol, aminoetanol a dietienglicol monometil éter.

En contraste al sclvato de acetona menciocnado anteriormente, hemaos encontrado
que los solvatos de sarsasapogenina que tienen la forma cristalina Gen1 como se
define adelante, por gjemplo los solvatos con n-propanol ¢ n-butanol, mantienen
su gstequiometria de solvato iniciél sobre |a filtracion en el secade. Sin embargo,

el solvato de etanol parece mostrar estequiometria variable, en gue un solvato hi-

etanc! inicial puede desoivatar al hemisclvato al secado.

Hemos encontrado adicionalmente que fos solvatos mezclados de

sarsasapogenina se pueden preparar en los cuales al menos unoc de ios

[0
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compenentes  solvalantes es un alcohol. Ejemplos de tales formas de
sarsasapogenina incluyen alguil mono-ol mezclado y sclvatos de agua y alquil
mono-ol mezclados y solvatos de éter, tal como monochidrato de solvato mono-

metanol de sarsasapogenina y solvato hemi-tetrahdirofurano de mono-etano! de

sarsasagogenina.

Eteres

Cualguier éter que tenga un puntc de ebullicion adecuado se puede utilizar. Se

puede mencionar particularmente los dialquil éteres, mas particularmente dialquil
éteres en los cuales los grupos alquilo, que pueden ser iguales o diferentes, se
seleccionan de grupos alquile rectos o ramificades gue contienen de 1 a
aproximadamente 8 atomios de carbono, {(por ejempic, dialquil éteres C; a Cs ©
alquil C; a Gg —alquil éteres Cy a Cg tales como terc-butil metil éter). Los éteres
ciclicos también se puedeh mencicnar, tales como los oxidos de alquileno ciclicos
en 10s cuales el grupo alquileno se seiecciona de grupos alquilenos rectos ©
ramificados que contienen de 2 a aproximadamente 8 atomos de carbono (por

ejemplo, 6xidos de alguileno C, a Cs ciclicos tales como tetrahidrofuranc (THF)).

El éter puede ser opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes Tal
sustituyente puede ser adecuadamente de un tamafio relativamente pequefio en
comparacion con la molécula de éter, de tal farma que no se evita fa formacion de
solvato. Ejemplos de grupos sustituyentes adecuados incluyen grupos que
contienen heteroatomos tal como los grupos que contienen el atomo N o el atomo

O, por ejemplo los grupos amino o alcoxi (por ejemplo, alcoxi C4 a Ca).

PCT/GHBR005/004266 )((M
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Esteres

Cualguier éster que tenga un punto de ebullicion adecuado se puede utilizar. Se
puede mencionar particularmente los ésteres de alquil alcanoato, particularmente
los ésteres de alquil alcancato en los cuales los grupos alquile, que pueden ser
iguales o diferentes, se seleccionan de grupes alquilo rectos o ramificados que
contienen de 1 a aproximadamente 8 atomo de carbono (por ejemplo, formatos de
alguiloe Cy a Cp tales como etil formato o alquil acetatos G, a Ci tales comao n-butil

acetato, jso-propil acetato o etil acetato).

E! éster puede ser gpcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes. Tal
sustituyente puede ser adecuadamente de un tamaiio relativamente pequefio en
comparacion con la molécula de éster, de tal forma que la formacioén de soivato no
se evita. Ejemplos de grupos sustituyentes adecuados inciuyen grupos que
contienen heteroatomos tales como grupos que contienen el atomo N o el atomo

O, por ejemplo grupos amino o alcoxi (por ejemplo, alcoxi Cy a Cg).

Soiventes de Hidrocarburo

Cualquier disolvente de hidrocarbure que tenga un punto de ebullicién adecuado
se puede utilizar. Se pueden mencionar particularmente disolventes aromaticos
que cantienen uno o mas grupos fenilo, mas particularmente mono o poli alquit
bencenos en los cuales el o los grupas alguilo, los cuales cuando Mas de uno esta
presente pueden ser iguales o diferentes, es/son seleccionados de grupos alquilo
rectos o ramlificados que contienen de T a 8 atomos de carbono (por ejemplo,

mono o poli alquil bencenos Cy a C; tales como o-xileno, m-xileno, p-xileno,

toluena © cumeno).
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El disolvente de hidrocarbure puede ser opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes. Tal sustituyente puede adecuadarnente ser de un tamafio
relativamente pequefio en comparacién con la molécula de hidrocarburo, de tal
5 forma gue no se evita la formacion del solvato. Ejemgplos de grupos sustituyentes
adecuados incluyen grupos gque contienen hetercatomos tal como grupos que
contienen el d4tomo N o el atomo O, por ejemplo grupos amino © alcoxi (por

ejemplo, alcoxi C+ a Cg) . Un ejemplo adecuado de un disolvente de hidrocarburo

hetero-sustituido es fenetilamina ( 2-feniletilamina).

Q o

Hidratos

Hemos encontrado gue los hidratos de. sarsasapogenina se pueden formar,

algunas veces de manera notoriametite facil.

Los niveles de hidratacidon moiar relativos de los hidratos pueden estar, en unidad

por encima o por debajo.

“

Por  ejempio, hemos encontrade sorprendeniemente  que, cuando la

((3

20 sarsasapogehina—se-recristaliza-de-~disalventes—organicos—acuosos—tales—como
mezclas de agua con los disolventes miscibles en agua mencionados

anteriormente, el hidrato cristalino que contiene aproximadamente la mitad de un

mol de agua por mol de sarsasapogenina, por ejemplo entre aproximadamente

0.25 y 0.75 mol de agua por mol de sarsasapogenina, tipicamente desde
25  aproximadamente 0.3 a aproximadamente 0.5 de un mol de agua, se pueda aislar

(nominalmente “hemihidrato de sarsasapogenina’), en formas gue hemos
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denominado “forma C” y “forma |". Esto se confirmé mediante la determinacién con

agua por el analisis Karl Fischar y los datos analiticos elementales abtenidos.

Para detalles adicionales del hidrato de sarsasapogenina cristalina forma C vy

forma 1 ver la discusién de adelante.

Forma Cristalina A

E) términe “forma cristalina A" utilizado aqui significa gue la forma cristalina de ia
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustancialmente como se muestra en ia
Figura 4 de ios dibujos que la acompafian (A = 1.5406 Angstroms), o gue tienen
dimensiones de celda unitaria, angulos o grupo de espacio sustancialmente como

se establecid en la forma A en la Tabla 1 adelante.

La expresion “un patron XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patrén XRPD que tiene picos 2 tefa o
espaciamiento d que corresponden a los picos diagndstices de la Figura, Para los
propésitos presentes, los aproximadamente 20 picos mas fuerles en el rango 2
teta de 5 a 50 grados o aquella porcion en el rango cubierta por el equipe XRPD,
por giemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o

diagnoéstica de la forma cristalina, sujeta sin embargo a la praclica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser facimente calculades de la informacion en la

Figura 4, utilizando ia ecuacién Bragg.
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ta forma cristalina A es un ejemplo de la forma cristalina méas general de
sarsasapogenina caracterizada por nosotros como la forma Gent sobre la base de
las dimensiones de celda unitaria, angulos y grupo de espacio cbservado a traves

de la cristalografia de rayos X de cristal simpie, como se describe con mas detalle

5 adelante.

El material de la forma A sobre el cual se obtuvo la Figura 4 es el hemisolvato de
acetona cristalina, y el material de la forma A scbre el cual se obtuve los datos de
ta Tabla 1 es el moncsolvato de acetona cristalina. Ambos cristales se pueden
10  preparar mediante recristalizacion de la sarsasapogenina comercialmente
disponible de acetona. El hemisolvato se obluve mediante desolvatacion sobre

secado de la forma de monosolvato inicial. Se dan detalles adicionales en &l

Eiemple 1 de adelante.

1

El t¢rmino “forma cristalina B” utilizado agui significa que la forma cristalina de la
sarsasapogenina tieng un patrén XRPD sustancialmente como se muestra en la

Figura 1 de los dibujos que acompanian (A = 1.5406 Angstroms).

20
La expresion “un patron XRPD sustanciaimente como se muestra” como se utiliza
agui se refiere particularmente a cualguier patrén XRPD que tiene picos 2-teta o
‘espaciamiento d que correspondan a los picas diagnosticos de ia Figura. Para los
presentes propositos, 1os aproximadamente 20 picos mas fuertes en el rango 2-
25

teta de § a 50 grados o aquella porcion del rango cubierta por el equipo XRPD, por

ejemplo 5 a 30 grados, puede ser considerada generalmente caracteristica o
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diagnostica de la forma cristalina, sujeta sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser faciimente calculados de la informacién en la

Figura 1, utilizando la ecuacién Bragg.

El material de la forma cristalina B fue comercialmente disponible de

_ sarsasapogenina obtenida de Steraloids Inc., DSC {Figura 2), TGA (Figura 3), el

disolvente residual y los analisis Karl Fischer confirmaron que el material no era
hidratade ni solvatado. Los detalles adicionales se dan en los Ejempics 2 ¥y 3

adelante,

Forma Cristalina ©

El término “forma cristalina C” utilizado aqui significa que la forma cristalina de la
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustancialmente como se muestra en |a

Figura 7 de los dibujos que ia acompafian (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion “un patrén XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualguier patréon XRPD que tiene pices 24eta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagnosticos de la Figura. Para
los presentes propdsitos, los aproximadamente 20 picos mas fueres en el rango
2-teta de 5 a 50 grados o aquella porcion del rango cubierta por el equipe XRPD,

por ejemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente cansiderada caracteristica o

diagnéstica de la forma cristalina, sometida sin embargo a ia practica estandar en

cristalografia.

\e
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Los espaciamientos d pueden ser facilmente calculados de la informacién en la

Figura 7, utilizando la ecuacion Bragg.

Sobre la base de nuestras observaciones de gue los hidratos de sarsasapogenina
existen en un amplio rango de estoichiometrias, generaimente némina‘.meme los
hemihidratos pero vanando sustancialmente a cualguier lado de esa
estoichiometria, concluimos que la forma cristalina C es un ejemplo de la forma
cristalina mas general de sarsasapogenina caracterizada por nosotres como forma
GenZ sobre la base de las dimensiones de celda unitaria, angulos y grupc de
espacio observado a través de ia cristalografia de rayos X de cristal simple, como

se describe con mas detalle adelante.

El material de ia forma C se puede preparar mediante transformacion mediada por
disolvente de |a sarsasapogenina comercialmente disponible de mezclas de
disolvente acucso en los cuales el disolvente se selecciona de cualguiera de
aquelias disponibles para la {ormacidon de solvatos de sarsasapogenina de
acuerdo con esta invencion. Las mezclas de disolvente acuoso incluyen asi, por
via de ejemplo pero sin limitacion: 911 viv acetonalagua, 9.1 viv n-butil
actetatofagua, 8:1 v/v terc-butil metil éter/agua, 9.1 viv cumenofagua, 9:1 viv etil
acetatofagu-a, §:1 viv etil formatofagua, 8:1 viv metil etil cetonalagua, 8:1 viv metil
iso-butil cetona/agua, 9:1 v/v iso-propanol/agua, 9:1 viv iso-propil acetato/agua,
91 vy tetrahidréfuranofagua, 31 wviv  tetrahidrofuranciagua, 1:1  wiv

aguaftetrahidrofurano, 3:1 v/v aguaftetrahidrofurano, 31 v/v agua/etanol, o 3:1 viv

agua/metanot.

La calorimetria de exploracidn diferencial (Figura 8), el analisis termogravimétrico

(Figura 9) y el analisis Karl Fischer confirmaron que la forma cristalina C que

X
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hermos obtenido es hidratada. Detlalles adicionales se dan en los Ejemplos 4 a 6

adelante.

Forma Cristalina D

El t&rmine “forma cristalina D" utilizado aqui significa que la forma cristalina de |a
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustancialmente como se mugstra en la

Figura 10 de los dibujos.que la acompafian (A = 1.5406 Angstrams).

La expresion “un patrén XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patrén XRPD gue tiene picos 24eta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagnésticos de la Figura. Para
los presentes propésitos, los aproximadamente 20 picas mas fuertes en el rango
2-teta de 5 a 50 grados o aquella porcidn del rango cubierta por €l equipo XRPD,
por efemplo 5 a 30 gradcs, puede ser considerada generalmente caracteristica o

diagnostica de la forma crisialina, sometida sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser facilmente calculados de la informacién en la

Figura 10, utifizando la ecuacion Bragg.

La forma cristafina D es un ejemplo de la forma cristalina mas general de
sarsasapogenina caracterizada por nosotros como forma Gen3 saobre |a base de
las dimensiones de celada unitaria, angulos y grupos de espacio cbservado a

través de la cristalografia de rayos X de cristal simple, como se describe con mas

tletalle adelante.
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La calorimetria de exploracidon diferencial, (Figura 11) el analisis termogravimétrico
(Figura 12} y el analisis RMN confirmaron que la forma cristalina D que nemos
obtenido es un solvato de hemi-etanol de sarsasapogenina. E material de forma D
se puede preparar mediante recristalizacion de sarsasapogenina de etanol,
meazclas de etanol-agua o mezclas de etanol-solvente. Los detalles adicionales se

dan en los Ejemplos 7 a 9 adelante.

El materiat de la forma D sobré el cual fas Figuras 10 a 12 fueron cbtenidas es
hemisolvate de etanol cristalino, y el material de |a forma D sabre el cual fueron
obtenidos los datos de la Tabla 1 es el bis-solvato de etanc! cristalino. Ambos
materiales se pueden preparar mediante recristalizacién de la sarsasapogenina
comercialmente disponible de etanbl, mezclas de etanol-agua o mezclas de
etanol-solvente. E|l hemisolvato se obtiene mediante desolvatacidon sobre ef

secado de ia forma bis-solvato inicial.

Forma Cristalina E

&l término “forma cristalina £ utilizado aqui significa que la forma cristalina de
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustanciaimente como se muestra en la

Figura 73 de los dibujos que la acompafian (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion “un patron XRPD sustancialmente come se muestra” como se utiliza
agqui se refiere padicularmente a cualquier patron XRPD que tiene ios picos 2-teia
0 de espaciamiento d gue corresponden a los picos diagnosticos de la Figura.
Para los presentes propdsitos, los aproximadamente 20 picos mas fueries en &

range 2-teta de 5 a 50 grados o aquella porcidn del rango cubierta por el equipo

XRPD, _por_egjemplo_5_a 30..grados —puede—ser—generalmente—considerada—

119
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caracteristica o diagndstica de la forma cristalina, sometida sin embargo a la

practica estandar en cristalografia.

Los espactamientos d pueden ser facilmente calculados de la informacion en la

Figura 13, utilizando la ecuacion Bragg.

La faorma cristalina £ es otro ejemplo de la forma Gen1 de sarsasapogenina

cristalina.

La calorimetria de exploracion diferencial (Figura 14), el andlisis termogravimétrico
{Figura 15} y el andlisis RMN confirmaron que la forma cristalina E que hemos
obtenide es un solvato de n-propanocl de sarsasapcgenina. El material de forma E
se puede preparar en forma relativamente pura mediante recristalizacion de

sarsasapogenina proveniente de n-propanol. Los detalles adicionales se dan en el

Ejemplo 12 adelante.

Forma Cristalina F

El término “forma cristalina F” utilizado agui significa que la forma cristalina de
sarsasapogenina tiene un patrén XRPD sustancialmente como se muestra en 1a

Figura 16 de los dibujos que fa acomparian (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion “un patrén XRP{ sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patrén XRPD gue tiene picos 2-teta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagnosticos de la Figura. Para
los presentes propositos, los aproximadamente 20 picos mas fueres en el rango
2-teta de 5 a 50 grados o aquella porcion del rango cubierta por el equipo XRPD,

por ejemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o
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diagnéstica de la forma cristalina, sometida sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser facilmente calculados de la informacion en la

Figura 16, utilizando la ecuacion Bragg.

La forma cristalina F es otro ejemplc de la forma Gend de sarsasapogenina

cristalina.

La calorimetria de exploracion diferencial (Figura 173}, el analisis termogravimétrico
(Figura 18) y el analisis RMN confirmaron que ia forma crigtalina F gque hemos
obtenide es un solvato de iso-propancl de sarsasapogenina. El material de forma
F se puede preparar en forma relativamente pura mediante recristalizacion de la

sarsasapogenina proveniente de iso-propanocl. Los detalles adicionales se dan en

el Ejemplo 13 adelante.

Forma Cristalina G

Ei termine “forma cristalina G" utilizado aqui significa que la forma cristalina de la
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustanciaimente como se muestra en ia

Figura 19 de los dibujos que la acompanan (A = 1.5408 Angstroms).

L_a expresién “un patron XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualgquier patrén XRPD gue tiene picos 2-teta 'o
de espaciamiento d que correspanden a los picos diagnosticos de ja Figura, Para
los presentes propdsitos, los aproximadamente 20 picos mis fuertes en el rango
2-teta de 5 a 50 grados o aguella porcidn del rango cubierta por el equipo XRPD,

por ejempio 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o

[ U
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diagndstica de ta forma cristalina, sujeta sin embargo a la praclica estandar en

cristalografia,

Los espaciamientos d pueden ser facimente calculados de la informacion en Ia

Figura 19, utilizando la ecuacion Bragg.

La forma cristating G es otro ejemplo de la forma Gen1 de la sarsasapogenina

cristalina.

La calgrimetria de exploracion diferencial (Figura 20), el analisis termogravimétrico
(Figura 21} y el analisis RMN confirmaron gque la forma cristalina G que hemos
obtenido es un sclvato de n-bulancl de sarsasapogenina, El material de forma G
se puede preparar en forma relativamente pura mediante recristalizacion de

sarsasapogenina proveniente de n-butancl. Los detalies adicionaies se dan en ¢l

Ejemplo 11 adelante.

Forma Cristalina H

El termino "forma cristalina H* utilizado aqui significa que la forma cristalina de |2
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustancialmente como se muestra en la

Figura 22 de los dibujos gue la acompanan (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion “un patrén XRPD sustancialmente come se muestra” como se utiliza
adui se refiere particularmente a cualquier patrén XRPD que tiene picos 2-teta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagnosticos de la Figura. Para
los presentes propositos, los aproximadamente 20 picos mas fuertes en ef rango
2-teta de 5 a 50 grados ¢ aquella porcian del rango cubierta por el equipe XRPD,

per ejempic 5 a 30 grados, puede ser generaimente considerada caracteristica o

[V
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diagnostica de la forma cristalina, sujeta sin embargo a practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser facimente calculados de la informacion en la

Figura 22, utilizando la ecuacion Bragg.

i.a calorimetria de exploracion diferencial {Figura 23), el analisis termogravimétrico

(Figura 24) confirmaron que esta forma no es hidratada o solvatada.

La Forma H se puede preparar al calentar el solvato de etanol por encima de

130°C. Los detailes adicionales se dan en el Ejemplo 10 adelante.

Forma Cristalina !

El término “forma cristalina I* utilizado aqui significa que la forma cristalina de
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustancialmente como se muestra en la

Figura 25 de los dibujos gue la acompafian (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion "un patron XRPD sustanciaimente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patron XRPD que tiene picos 2-teta o
de espaciamienio d que corresponden a los picos diagndsticos de la Figura, Para
fos propésitos presentes, los aproximadamente 20 picos mas fuertes en el rango
2-teta de 5 a 50 gradoes o aquella porcion del range cubierta por el equipo XRPD,
por eiemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o

diagnostica de la forma cristalina, sujeta sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

P
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Los espaciamierntos d pueden ser facilmente calculados de la informacion en la

Figura 25, utilizando la ecuacion Bragg.

La calorimetria de exploracién diferencial (Figura 28), el analisis termogravimetrico
(Figura 27) y el analisis Karl Fischer confirmaron que la forma cristalina 1 es un

hidrato de sarsasapogenina. Los detalles adicionales se dan en ¢l Ejemplo 14

adelante.

Forma Cristalina J

El término “forma cristalina J' utilizado aqui significa que la forma cristalina de la
sarsasapogenina tiene un patron XRPD sustancialmente como se muestra en la

Figura 28 de los dibujos que la acompanan (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion "un patron XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patron XRPD que tiene picos 2-teta o
de espaciamiento d que corresponden a |os picos diagnosticos de la Figura. Para
los presentes propositos, los aproximadamenie 20 picos mas fuertes en el rango
Z-teta de 5 a 50 grados o aquella porcion de! rangc cubierta por el equipo XRFD,
por ejemplo 5 a 30 grados, puede ser generaimente considerada caracteristica o

diagnostica de la forma cristalina, sujeta sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamiertos d pueden ser facilmente calculados de la informacion en la

Figura 28, utilizando la ecuacién Bragg.
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La forma cristalina J es otro ejemple de la forma Gen1 de la sarsasapogenina

cristalina.

La calorimetria de exploracién diferencial (Figura 29), el analisis termogravimetrico
(Figura 30} y ef analisis RMN confirmaron que fa forma cristalina J es el ferc-butil
metii éter solvato de sarsasapcgenina. El material de forma J se puede preparar
en forma relativamente pura mediante recristalizacion de sarsasapogenina

proveniente de terc-butil metil éter. Los detalles adicionales se dan en el Ejemplo

15 adelante,

Forma Cristalina K

El término “forma cristalina K" utilizado aqui significa gue la forma cristalina de la
sarsasapogenina tiene un patrén XRPD sustanzialmente como se muestra en la

Figura 31 de los dibujos que la acompafian (A = 1.5406 Angstroms).

La expresion “un patron XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiiiza
aqui se refiere particularmente a cualguier patrén XRPD gue tiene picos 2-teta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagndstices de la Figura Para
los presentes propositos, los aproximadamente 20 picos mas fuertes en el range
2-teta de 5 a 50 grados o aguella porcion del rango cubierta por el equipo XRPb,
por ejemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o

diagnoéstica de la forma cristaiina, sujeta sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser facimente calculados de la informacion en la

Figura 31, utilizando la ecuacion Bragg.
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La calorimetria de exploracion diferencial {Figura 32) y el andlisis RMN
confirmaron que la forma cristalina K es el solvato hemi-metanol de
sarsasapogenina. El material de forma K se puede preparar en forma
relativamente pura mediante recristalizacion de sarsasapogenina de metanaol. Los

detalles adicionales se dan en el Ejemplo 16 adelante.

Forma Cristalina L

El término “forma cristalina L" utilizado aqui significa que la farma cristalina de la
sarsasapogenina tiene un patrén XRPD sustancialmente comg se muestra en Ia

Figura 33 de los dibujos que la acomparnian (A = 1.5408 Angstroms).

La expresion “un patron XRPD sustancialmente como se muestra” coma se utiliza
aqui se refiere paricularmente a cualquier patran XRPD gue tiene picos 2-teta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagnésticos de la Figura Para
los presentes propositos, los aproximadamente 20 picos mas fuertes en el rango
2-teta de 5 a 50 grados o0 aquella porcién del rango cubierta por el eguipo XRPD,
paor ejemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o

diagnostica de la forma cristalina, sujeta sin embargo a la practica estandar en

cristalografia,

Los espaciamientos d pueden ser facilmente calculados de la informacién en la

Figura 33, utilizando ta ecuacian Bragg.

L.a forma cristalina L es otro ejemplo de la forma Gen1 de la sarsasapogenina

cristalina.
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Los datos XRPD, asi ccmo tambien los estudios de cristalografia de rayos X de
cristal simple, muestran que la forma cristalina L es un solvate de 3-metil-1-butana!
de sarsasapogenina. El material de forma L se puede preparar en forma

relativamente pura mediante recristalizacidon de sarsasapogenina de 3-metil-1-

butanol.

Forma Cristalina M

El término “forma cristalina M* utilizado aqui significa que la forma cristalina de la
sarsasapogenina tiene un pairén XRPD sustanciaimente como se muestra en la
Figura 34 de los dibujos que la accmpanan (A = 11,5406 Angstroms), o que tiene
dimensiones de celda unitaria, angulos y grupos de espacic sustancialmente como

se esfablecio en la forma M en |a Tabla 1 de adelante.

L a expresidn "un patrén XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patran XRPD que tiene picos 2-teta o
de espaciamiento d que corresponden a los picos diagndsticos de ia Figura. Para
lcs presentes propdsitos, los aproximadamente 20 picos mas fuertes en el rango
2-teta de 5 a 50 grados o aquella porcion del rango cubierta por el equipo XRPD,
por ejemple 5 a 30 grados, puaede ser generaimente considerada caracteristica o

diagnostica de la forma cristatina, sujeta sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser faciimente calcuiados de la informacién en la

Figura 34, utilizando la ecuacién Bragg.
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Estos datos XRPD, asi como también los estudios de cristalografia de rayos X de
cristal simple, muestran que la forma cristalina M es una mezcla de solvato de
hemi-THF de mono-metanol de sarsasapogenina. £l material de forma M se puede
preparar en forma relativamente pura medianie recristalizacion de g
sarsasapogenina proveniente de una mezcla de metanol y tetrahidrofurano (THF)

gue contiene un equivatente mol de rafinosa.

Forma Cristalina N

El término “forma cristalina N” utilizado aqui significa que la forma cristalina de
sarsasapogenina tiene un patrén XRPD sustancialmente como se muesira en la
Figura 35 de los dibujos que la acompafan (A = 1.5406 Angstroms), o que tiene
dimensiones de celda unitaria, angulos y grupos de espacio sustancialmente como

se establecid en la forma N en la Tabla 1 de adelante,

L.a expresian "un patrén XRPD sustancialmente como se muestra’ como se utiliza
aqui se refiere pariicularmente a cualquier patron XRPD que tiene picos 2-teta o
de espaciamiente d que corresponden a los picos diagnosticos de la Figura. Para
los presentes propositos, los aproximadamente 20 picos mas fuertes en el rango
2-teta de 573 50 grados o aquelia porcidn del rango cubierta por el equipo XRPD,
por ejfemplo 5 a 30 grados, puede ser generalmente considerada caracteristica o

diagndstica de [a forma cristalina, sujeta sin embargo a 1a practica estandar en

cristalografia.

Los espaciamientos d pueden ser facimente calculados de la informacion en la

Frgura 35, utilizando la ecuacion Bragg.

119



L

19

WO 2006/048663 34 PCT/GB2005/004266

Estos datos XRPD, asi como también los estudios de cristalografia de rayos X de
cristal simple, muestran que la forma cristalina N es un soivato monchidrato de
mono-metancl mezclade de sarsasapogenina. El material de forma N se puede
preparar en forma refativamente pura mediante recristalizacion de ia

sarsasapogenina proveniente de una mezcla de metanol y tetrahidrofurano {THF)

gue conttene un equivalenie mol de sucrosa.

Forma cristalina O

Eil t&rmino “forma cristalina O como se utiliza aqui significa que la forma cristalina
de la sarsasapogenina que tiene un patrén XRPD sustancialmente como se

muestra en ta figura 36 de los dibujos aéompaﬁantes (7 = 1.5406 Angstroms).

La expresion "un patrén XRPD sustanciaimente como se muestra” coma se utilliza
aqui se refiere paricularmente a cualguier patron XRPD que tiene picos 2-teta o d-
espaciados gque corresponden a los picos diagnédstico de fa figura Para los
propositos actuales, los 20 picos aproximadamente mas fuertes en el rango 2 teta
de 5 a 20 grados o esa porcidon del rango cubierta por el equipo XRPD, por
gjemplo 5 a 30 grados, se puede considerar generalmente caracteristico o

diagnostico de la forma cristalina, sometide sin embargo a la practica estandar en

cristalografia.

Los d-espacios se pueden calcular faciimente a partir de la informacién en la figura

3B, utilizando la ecuacion Bragg.

La forma cristalina O es otro ejemplo de la forma Gen3 de sarsasapogenina

cristaling.
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Estos datos XRPD, asi como también los estudios de cristalografia de rayos X de
cristal Unico, muestran que la forma c¢ristalina O es un solvato de eter monometilo
dietilenglicol de sarsasapogenina. La forma de material O se puede preparar en

forma relativamente pura por recristalizacién de ia sarsasapogenina a partir de

eter de monometilo dietilenglicel.

Forma cristalina P

El términc “forma cristalina P" como se utiliza aqui significa que la farma cnistalina
de sarsasapogenina gue tiene un patron XRPD sustancfalmente como se muestra
en la figura 37 de los dibujos acompafantes (. = 1.5406 Angstroms), o que tiene
dimensicnes de céiulas unitarias, dngulos y grupos de espacic sustancialmente

como se establece para formar P en la tabia 1 adelante,

La expresion “un patron XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patron XRPD que tiene picos 2 teta o d-
espaciados que cofresponden a picos diagnésticos de la figura. Para los
propoésitos actuales, los picos 20 mas fuerles aproximadamente en el rango 2 teta
S a a0 grados ¢ esa porcion de! rango cubierta por el equipo XRPD, par ejemplo 5
a 30 grados, se puede considerar generalimente caracteristico o diagnostico de la

forma cristalina, sometida sin embargo a practica estandar en cristalografia.

Los espacios d se pueden caicular faciimente a partir de la informacion en la figura

37, utilizando la ecuacion Bragg.
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Estos datos XRPD, asi como también los estudios de cristalografia de rayos X de
cristal unico, muestran que la forma cristalina P es un solvato amino etanol de
sarsasapogenina. La forma de material P se puede preparar en una forma

relativamente pura mediante recristalizacion de sarsasapogenina a partir de amino

etanol.

Forma Cristalina Q

El término "forma cristalina Q" como se utiliza aqui significa que la forma cristalina
de sarsasapogenina que tiene un patron XRPD sustancialmente como se muestra
en la figura 38 de los dibujos acompafiantes (» = 1.5406 Angstroms), ¢ que tiene

dimensiones de células unitarias, angulos y grupos de espacio sustancialmente

como se establece para formar Q en la tabla 1 adelante.

La expresion “un patrén XRPD sustancialmente como se muestra” como se utiliza
aqui se refiere particularmente a cualquier patrén XRPD que tiene picos 2 teta o d-
espaciados que corresponden a picos diagnosticos de la figura. Para los
propositos actuales, los picos 20 mas fuertes aproximadamente en el rango 2 teta
de 5 a 50 grad'os o esa porcidon del rango cubierta por el equipo XRPD, por
ejemplo 5 a 30 grados, se puede considerar generalmente caracteristico o

diagnadstico de la forma cristalina, sometida sin embargo a practica estandar en

cristalografia.

Los d- espacios se pueden calcular facilmente a partir de la infarmacion en la

figura 38, utilizando la ecuacion Bragg.

1B\
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Estos datos XRPD, asi como también los estudios de cristalografia de rayos X de
cristal Unico, muestran que la forma cristalina Q es un solvato feniletilamina de
sarsasapogenina. La forma de material Q se puede preparar en una forma

relativamente pura mediante recristalizaciéon de sarsasapogenina a partir de

feniletilamina.

Forma cristalina R

El término “forma cristalina Q" como se utiliza aqui significa que la forma cristalina
de sarsasapogenina que tiene dimensiones celulares unitarias, angulos y grupos

de espacio sustanciaimente como se establece para formar R en la tabla 1

adelante.

La forma cristalina R es un solvato de terc.- butanol de sarsasapogenina. La forma
de material R se puede preparar en una forma relativamente pura mediante

recristalizacién de sarsasapogenina a partir de terc.-butanol.

Forma amoria

Se espera fuertemente a partir de los anteriores hallazgos y el conocimiento
general comun gue una forma amorfa de sarsasapogenina también es facilmente
lograble. En principio, una molécula del tamario de la sarsasapogenina necesita un
intervalo de tiempo relativamente largo para disponer en si misma en una
formacion de red de cristal. Si ese tiempo no estd disponible para esta en un
tiempo de cristalizacién, o recristalizacion, una forma amorfa resultara

inevitablemente. Tal una forma amorfa se puede extender a través de la masa

total del sotido, por ejemplo el solido precipitado, o se puede entremezclar en Ia

(5V



15

WO 2006/048663 38 PCT/GB2005/004266

masa de una o mas formas cristalinas en el sélido, por ejemplo el soblido
precipitado. Hemos encontrado en un trabajo separado (PCT/GB2005/001635,
gjemplo 13) con el 25- epimero de sarsasapogenina (esmilagenina), que la forma
amorfa de esmilagenina se obtiene al calentar 10 g de esmilagenina a su punto de
fusién utilizando una temperatura controlada que calienta el manto hasta que se
forma un liquido completamente fundido. La masa fundida se vierte en un Dejar
que contiene aproximadamente 150 ml de nitrogeno liquido. La muestra se
decania en un baker de vidric y se permite evaporar el nitrogeno liquido. La
muestra luego se transfiere a frascos de vidrio, se lavan con nitrogeno seco y
luego se sellan. Sobre la base de las propiedades de cristalizacion de la
sarsasapogenina reportada aqui, y nuestro conocimiento (PCT/GB2005/001635;
ejemplos 1 a 12) que la esmilagenina también tiene una familia de formas
cristalinas e hidratadas, esperamos fuertemente que una fusién correspondiente y

el procedimiento de inmersidon a una temperatura repentina podria producir

sarsasapogenina amorfa.

Formas Gen1, Gen2, Gen3 y Gen4

20

Estudios_de.-cristalografia-de-rayos-X-de-cristal-Unico-obtenidos—utilizando—un
difractémetro Broker-Nonius Kappa CCD equipado con un dispositivo de
enfriamiento Oxford Cryosystems Cryostream, a permitido la unidad de las
dimensiones de la célula, angulos y grupo de espacio de cada forma de cristal a

ser estudiados,. En este trabajo, se disuelven las estructuras con SIR-97 o

SHELXS-97 y se refinan con SHELXL-97.

Este trabajo, reportado en la tabla 1 adelante, nos ha permitido agrupar diferentes

formas de cristal A a R como se establecid anteriormente, asi como también un

[53
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solvato THF y un solvato terc.-butanol, de acuerdo con similitud sustancial de las

dimensiones de célula unitaria a, b, ¢, angulos o, B y vy los grupos de espacio.

Tabla 1
j Iel ! | Grupo
Grupo |Forma | Solvente LI T c ; “ P T |espacio '
l H
- . YL 134
A L 105943 | 74783 § 17.669 90 99.658 | 90 P2
| Acetona I €10) {3) ' @) {4) . i
T TBME | 104766 | 74136 | 19.2846 50 45,001 990 P21 |
(3 2} (7} (1 4
G | n-butanol | 105361 | T.3919 | 15.6599 90 90.591 ) P21
() @) (8) @) _
Genl E |n- 10,5347 1 7.4233 | 18.2031 | 90 90.628 20 Pzl
propanol (1) 2y _ | (1) _ _
L 3-metil 10,3534 | 7.3618 | 19.0873 9% 05.593 90 P21
! butancl (12) {8) (21 (4} _
s Gen ¢ | 491440 | 7.6928 | 19.8610 90 102389 | 90 | C2
o ' Agua ® | @ | @ @ :
THNE 74419 | 104628 | 3K.3542 % | "% 1 90 [Pl
Btano! m @ N i | 125
Gend | O [ DGME 73408 [ 10.728t | 353233 | 90 90 90 | riia-
{12} {(18) {55) |
Fola 74692 1107388 | 389445 90 90 a0 | P212-
_propanal {H () {3) ' 12)1
Gend tbuwnel | 399677 | 74389 | 10.6503 90 94221 ;1 90 C2
| L R Y 2 | 3 {1 :
M M | metanol 74607 | 105183 T18.3055 | 81238 | 782252 | 90.8- [ P
THF O {4) m m 06
N N | metanol 10,7785 | 7.4415 4 31.386 90 | 98.56(3) | YO P21
H.0 1 (6 G 2) !
P P | umino- 1 11.0089 | 7.5701 | 16.1972 Q0 | 9853 90 P21
etanal 3 ) &) _ '
Q Q | Fenil- 7.33640 | 34.7431 | 10.7799 90 90.637 90 21
) etit- (10) c) 2)
u amina ]
5 .
Dimensiones, angulos y nomenclatura de grupo de espacio y unidades, estan de
acuerdo con uso y convencion cristalografica normal. El error marginal se indica
{en la forma convencionat).
10

De la tabla 1 se observa que las formas cristalinas de sarsasapogenina de
acuerdo con la presente invenciéon caen en al menos ocho grupos de forma de

cristal distintos, identificados como Gen1, Gen2, Gen3, Gend, M, N, P y Q. el

\
!

4
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Gen1 y Gen3 son grupos de los cuales en los que mas de un ejemplo distinto se
ha identificado; Gen2 es el grupo que representa los hidratos, en donde un rango
de formas de hidrato, normalmente hemihidratos pero que tienen bastantes
gstequiometria entre muestras individuales, se han identificado; el Gend es un

grupo representado por el solvato terc.- butanol R pero se cree que probablemente

contiene otros ejemplos;

M, N, P y q son grupas en donde solo hasta la fecha se ha identificado un ejemplo,
a saber en cada caso la forma cristalina lleva la misma letra alfabética respectiva.
Se notard que, como se discutid anteriormente, algunas formas cristalinas

muestran estequiometria variable.

Como se muestra en la tabla 1, las formas cristalinas A, E, G, J y L se relacionan y

se pueden considerar como representantes de una primer forma cristalina general

de solvatos de sarsasapogenina, que llamaremos aqui Gent.

Las formas cristalinas D, F y O se relacionan y se pueden considerar como
representativas de una segunda forma cristalina general de sorbatos de

sarsasapogenina, que llamaremos aqui Gen3.

Cada forma de cristal respectiva representada por los hidratos C y el solvato de

terc.- butanol R se cree que es ampliamente aplicable, y que por lo tanto se han

PCT/GB2005/004266 el

125

25

desighado Gen2 y Geng.

Las formas de cristal M, N, P, y Q no parecen relacionarse con ellos mismos con

ninguna otra forma cristalina de sarsasapogenina o sus solvatos e hidratos

actualmente conocidos.
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Proceso de purificacién.

Hemos encontrado que la forma ¢ de sarsasapogenina se puede convertir
facilmente en la forma cristalina no solvatada no hidratada B conocida al secar a
una temperatura en el rango de aproxim‘adamente 40-60 °C o mayor, que es
sustancialmente menor que aquella requerida para convertir la forma A (el
hemisolvato a.cetona) en la forma B, Esta observacion nos ha permitido desarroliar

un proceso practico, novedoso, para la purficacion a gran escala de

_sarsasapogenina.

Como se establecio anteriormente, la presente. invencion suministra asi un método
para la purificacién de sarsasapogenina, particularmente pero exclusivamente en
una escala de fabricacion comercial, que comprende formar cristales de
sarsasapogenina hidratados en la forma C y secar posteriormente los cristéles de
sarsasapogenina hidratada, preferiblemente en una temperatura por debajo de
aproximadamente 80°C, mas preferiblemente por debajo de aproximadamente
70°C, mas preferiblemente por debajo de aproximadamente 60°C, para formar

sarsasapogenina cristalina no solvatada relativamente sustancialmente pura.

La formacion de la forma cristalina C de sarsasapogenina se logra mediante
cualgquier medio adecuado. En una medalidad preferida, fa forma C se obtiene al
disolver la sarsasapogenina relativamente impura en un disolvente organica,
preferiblemente en la ausencia de agua, cristalizar la sarsasapogenina a partir de
la dicha disolucion, separar los cristales a partir de al menos fa mayor parte de un
disolvente super nadante, y colocar en lechada los cristales en agua para obtener

la forma C. La cristalizacién secuencial de! disolvente, la separacién y lechada en

\ 3k
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humedo se encuentran para suministrar mejor purificacion que otros metodos para

preparar la forma C de sarsasapogenina descrita agul,

£l disolvente organica puede ser convenienternente acetona, y [a separacion de
los cristales del sUper nadante pueden ser de forma adecuada mediante filtracion.
La lechada de los cristales separados se puede lograr adecuadamente al agregar
el praducto de filtracion solido humedecido con agua caliente o disclvente acupso
caliente, en forma adecuada en aproximadamente 40-60 °C, y ia {echa durante
aproximadamente 2-8 horas, para dar la forma C, que luego se separa de forma

adecuada del liguido (por gjemplo por filiracion) vy secado de forma adecuada en

aproximadamente 50°C, para dar la forma B.

También hemos encontrado que ia forma cristalina no solvatada no hidratada de
sarsasapogenina se puede obtener faciimente en alta pureza y en un proceso mas
cono que agquel descrito antertormente, mediante recristalizacién de cualguier
forma amorfa o cristalina de sarsasapogenina {que incluye formas hidratadas o
solvatadas) de un disolvente de alcano / cetona mezclado. Esta observacién nos

ha permitido desarrollar un procese practico, novedoso adicional para la

purificacidn a gran escala de la sarsasapogenina.

%
57

Por lo tanto, como también se establecio anteriormente, la presente invencion
suministra un metodo para la purificacién de sarsasapogenina, particularmente
perc no exclusivamente en una escala de fabricacién comercial, que comprende
disolver sarsasapogenina {que incluye cualquier forma amorfa cristalina hidrata,
sofvatada o forma amorfa de esta) en un disolvente alcano / cetona mezclado,

preferiblemente en la ausencia o sustancial ausencia de agua, y precipitar |a
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sarsasapogenina de la solucidn resultante como sarsasapogenina cristalina no

hidratada no solvatada relativa y sustancialmente pura.

La cristalizacion se puede conseguir en cualquier temperatura adecuada.
Tipicamente, la precipitacion se puede lograr en o casi por debajo de la

temperatura ambiente.

L a cristalizacion directa a partir de una mezcla de disolvente de alcano / cetona se

encuentra que suministra un nivel muy atil de purificacion.

El alcano y la cetona utilizados en el disclvente de alcano / cetona mezclado sera
cualquier alcano y cetona que tenga propiedades fisicas aceptables en una
temperatura de operacion deseada. E! alcano puede ser recto o ramificado o
ciclico o se puede utilizar una mézcla de alcanos rectos, ramificados y/o ciclicos.
La cetena puede ser dialquilcetona, que puede ser simetria o asimétrica o una
mezcla de cualquiera de dos o mas cetonas dialquilo. Las porciones alquilo de
cada cetona pueden, independientemente de la otra, ser recta o ramificada o
ciclica. El heptano y la acetona se mencionan particularmente como alcano y
cetona‘respectivarnente. El indice de mezcla del alcano y la cetona en el
displvente se puede variar entre amplios limites, y esta es una forma simple para
un experto en la técnica para seleccionar la proporcién adecuada. La proporcién

de volumen 3:1 heptano: acetona se puede mencionar como un ejemplo

adecuado.

Derivados de sarsasapogenina
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El téermino “derivados” utilizado aqui se refiere particularmente a los compuestos
definidos y descritos en los documentos de patente de la tecnica anterior
reconocidos anteriormente en relacion a las actividades bicldgicas conocidas de la
sarsasapogenina {Patente Estadounidense No 4680289; WO-A-99/48507; WO-A-

01/23408; WO-A-01/49703; WO-A-02/079221, y WO-A-03/082893).

Tales derivades incluyen prodrogas farmacéuticamente aceptables de

sarsasapogenina y sales farmaceuticamente aceptables de estos.

Prodrogas de sarsasapogenina pueden incluir especialmente esteres de
carboxilato en la posicion 3, tal como el cetilato (etoxicarboniloxi), acetato,
succinato, propionato, - butirato, isobutirato, valerato, isovalerato, caproato,
isacaproato, dietilacetato, octanoato, decanoato, laurato, miristato, palmitato,
astearato, benzoato, fenilacetato, feni[propionato, ginnamato, b-m’trobenzoiloxi,
3.5-dinitrobenzoiloxi, p-clorobenzoiloxi, 2 4-diclorobenzoiioxi, p-clorobenzaoitoxi,
2 4-diclorobenzoitoxi, p-bromobenzoiloxi, m-bromobenzoiloxi, p-metoxi-benzoiloxi,
eptalilo, glicinato, alaninato, valinato, fenilalaninato, isoleucinato, metioninato,
argininato, aspartato, cisteinato, glutaminato, histidinato, lisinato, prolinate,

serinato, treoninato, triptofanato, tirosinato, fumarato, y ésteres de maleato.

‘sales farmaceuticamente aceptables’ significa ias sales de adicion 4cida organica
€ inorganica relativamente no tdxicas y sales de adicion basica, de compuestos de
la presente invencion. Estas sales se pueden preparar in situ durante e
aislamiento final y purificacion de los compuestos. En particular, las sales de
adicion acida se pueden preparar al hacer reaccionar de forma separada e
compuesta purificade en su forma de base liore con un acido organico o

inorganico adecuado y aislar la sai asi formada. Ver, por ejemplo 5. M. Berge et

(A4
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al., Pharmaceutical Salts, J. Pharm. Scl, 66: pp.1-19 {1977) que se incorpora agqui
como referencia. Las sales de adicidn basica tambien se pueden preparar al hacer
reaccionar de forma separadé el compuesto purificado en su forma acida con una
base organica o inorganica y aislar la sajl asi formada. La sales de adicion basica
incluyen sales amina y de metal farmacéuticamente aceptables. Ejemplos de sales
de adicion acida adecuadas son aguellas formadas con Acides seleccionados de
acida clorhidrico, sulfirico, fosfonco y nitrico. Ejemplos de sales de adicion basica
adecuadas incluyen aguellas que se forman con bases seleccicnadas de hidréxido

de sadio, hidréxido de potasio e hidroxide de amonic.

Medicamentos, productos alimenticios, complemenios alimenticios, bebidas vy

suplementos para bebidasg

De acuerdo con la invencion, una composicién puede comprender un material
como se describié anteriormente en mezcla con ung ¢ mas componentes
adicionales seleccionados de: uno 0 mas de olros materiales como se describid
anteriormente, otra forma de sarsasapogenina, cualquier otto  materia!

biologicamente activo, y cualquier otre material bicldgicamente inactivo.

La composicion se puede preparar mediante un método que comprende mezclar
un material como se describid anteriormente con uno ¢ mas componentes
adicionales seleccionados de: uno o mas de otros materiales como se describid
anteriocrmente, otra forma de sarsasapogenina, cualquier ofro  material

brolégicamente activo, y cualquier materia! bioldgicamente inactivo.

De acuerdo con [a invencidn, el material o la composicién (por gjemplo el

medicamento, producto  alimenticio, complemento alimenticio, bhebida, o

(40
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complemento para bebida) se pueden utilizar para mejoramiento no terapéutica de
la funcidn cognitiva (es decir en individuos mentalmente sanos para mejorar la
agiiidad mental y sin supervision médica) o para el tratamiento terapéutico de una
condicion seleccionada de: obesidad y sindrome de obesidad diabetes; disfunciéﬁ
cognitiva y trastornos y condiciones relacionadas; condiciones caracterizadas por
una deficiencia en el nimero de receptores unidos a membrana o funcién en un
tejido, o&rgano, tipo celular u organelo; neuro degeneracidon no cognitiva,
degeneracidn neuro muscular no cognitiva; neuro degeneracién senso motora; y

pérdida de la funcidn receptora en la ausencia de lesién cognitiva neuronal o

neuro muscular,

Todavia adicionalmente, la invencion suminisfra por lo tanto un meétodo no
terapéutico para mejorar la funcién cognitiva en un humano o animal no humano
(es decir en individuos mentalmente saludables para mejorar fa agilidad mental y
sin supervisidn medica) o un método terapéutico para el tratamiento de un humano
o animal no humano, (por ejemplo un humana) que sufre de, o es susceptible a,
una condicion seleccionada de: obesidad .y sindreme de cbesidad diabetes;
disfuncién cognitiva y condiciones relacionadas; condiciones caracterizadas por
una deficiencia en el nimero de receptores de union de membrana o funcion en
un tejido, organo, tipo de célula u organelo; neuro degeneracion no cognitiva,
degeneracion neuro muscular no cognitiva; neuro degeneracién senso motora; y
pérdida de la funcion receptora en la ausencia de lesion cognitiva neuronal o
neuro muscular, que comprende adminisirar (que incluye auto administracion) a

dicho humano o animal no humano una cantidad efectiva de un material o

composicidn como se describid anteriormente.

X
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El agente activo preparado de acuerdo con !la presente invencidn se puede
formular asi en cualquier forma de composicion adecuada para admihistrac&én a
un pacientg humano o animal no humano, La composicion puede consistir del
agente activo solo o puede incluir el agente aclive y cualquier componente
adicicnal adecuado, tal como uno o mas poradores farmaceuticamente
aceptiables, diluyentes, adyuvantes, excipientes, o vehiculos, tal como agentes
preservantes, llenadores, agentes desintegrantes, agentes humectantes, agentes
emulsificantes, agentes de suspensién, agentes endulzantes, agentes
saborizantes, agentes perfumantes, agentes antibacterianos, agentes antifingicos,
agentes lubricantes y agentes dispersantes, gue dependen de ia naturaleza de la

forma de administracién y ias formas de dosificacién.

La composicidn puede, por ejemplo, ser una composicion farmacéutica
(medicamento), un producto alimenticio, complemento alimenticio, bebida o

complemente para bebida.

gl término “producto  alimenficio™, “complemento alimenticio”, ‘bebida” vy
‘complemento para bebida” como se utiliza aqui tienen los significados normates
para aguellos terminos, y no se restringen a preparaciones farmacéuticas. £l
grado comestible o farmacéutico apropiado de Ios ingredientes se utilizara, de

acuerdo con la forma de composicion deseada.

Fara detalles adicionales de las formas y dosis de composicién adecuadas, y
ejemplos de combinaciones y estados de la enfermedad tratable utilizando los
materiales y composiciones de la presente invencidn, por favor referirse a Ia

Patente Estadounidense No 4680289; WO-A-99/48507: WO-A-01/23406, WO-A-
01/46703; WO-A-02/079221; y WO-A-03/082893.

-
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Estados de la enfermedad y condiciones especificas tratables utilizando los
materiales y camposiciones de la presente mvencidn incluyen, por gemplo:
enfermedad de Alzheimer, demencia senil (que incluye demencia senil del tipo
Alzheimer), demencia de cuerpo de Lewi, enfermedad de parkinson,
parkinsonismo post encefélico, depresidon, esquizofrenia, distrofia muscular que
incluye distroﬁa muscular facioescapoluhumeral {FSH), distrefia muscufar
Duchenne, distrofia muscular Becker y distrofta muscuiar Bruce, distrofia de Duch,
distrofia miotonica, distrofia de cornea, sindrome simpético reflejo (RSDSA},
distrafia neuro vascular, miastenia gravis, enfermedad Lambert Eatin, enfermedad
de Huntintong, enfermedad de neuromotora que incluye esclerosis lateral
amiotropica {ALS). esclerosis muliltiple, hipotension postural, neura degeneracion
traumatica por gjemplo luego de apaoplejia o luego de un accidente (por ejemplo,
lesion de craneo traumatica o lesion de médula espinal), enfermedad de Batten,
sindrome de abstinencia a Cocaina, sindrome de down, degeneracidn ganglionica
cortico basal, atrofia del sistema moliple, atrofia cerebral, atrofia
alivopontocereberal, atrofia dentatorubfa\, atrofia palidoluisiana, atrefia espino
vilvar, neuritis dptica, pan- encefalitis esclerosante (SSPE}, trastorno de déficit de
atencion, encefalitis post virica, sindrome post poliomelitis, sindrome de Fabr,
sindrome de Jouber, sindrame Guillain Barmre, lisencefalia, enfermedad de
meyamoya, trastorno de migracion neuronal, autismo, sindrome autistico,
enfermedad de poliglutamina, enfermedad Niemman-Pick, leucoencefalopatia
multifocal progresiva, seudo tumor de cerebro, enfermedad Refsum, sindrame
Zeilweger, paralisis supra nuclear, ataxia de Friedreich, ataxia espinocereberal tipo
i, sindrome de Rhett, sindrome de Shi Dragar, esclerosis tuberosa, enfermedad
de’ Pick, sindrome de fatiga cronica, neuropatias que incluyen neuropatia

hereditaria, neurcpatia diabética y neuropatia mitdtica, neuro degeneracion

W
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basada en priones, gque incluyen enfermedad Creutzfeitdt- Jacob {CJD), variante
CJD, nueva variante CJD, encefalopalia esponjiforme bovina (BSE), GSS, FFI,
sindrome de kuru y alper, enfermedad de Joseph, encefalomielitis aguda

diseminada, aracnoiditis, lesiones vasculares del sistema nervioso central, pérdida

de la funcidn neuronal de extremidad, enfermedad Charcot Marie Tooth, -

susceptibilidad a falla cardiaca, asma y degeneracioén macular,

Breve descripcion de los dibujos

En los dibujos acompafiantes:

La figura 1 muestra un patrén de disfraccion en polvo de rayos X (XRPD)} (& =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina comercialmente

disponible en forma B cristalina (técnica anterior);

La figura 2 muestra una traza de calorimetria de exploracién diferencial (DSC)

cbtenida de una muestra de sarsasapogenina comercialmente disponible en forma

B cristalina (tecnica anterior);

La figura 3 muestira una traza de analisis termo gravimétrico (TGA) obtenida de

una muestra de sarsasapogenina comercialmente disponible en forma B cristalina

(técnica anterior);

t.a figura 4 muestra un patrén de disfraccién en polvo de rayos X (XRPD) (a =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapuge‘nina en forma A

cristalina:
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La figura 5 muestra una traza de calorimetria de exploracion diferencial (DSC)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma A cristalina;

La figura 6 muestra un analisis termo gravimetrico {TGA) obtenido a partir de una

muestra de sarsasapogenina en forma A cristalina,

La figura 7 muestra un patron de disfraccion en polvo de rayos X (XRPD) (% =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma C

cristalina;

La figura 8 muestra una traza de calorimetria de exploracién diferencial (DSC)

obtenida de una muestra de sarsasapoegenina en forma C cristalina;

La figura 9 muestra una traza de analisis termo gravimétrico (TGA) obtenida a

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma C cristalina,

La figura 10 muesira un patrén de disfraccion en polvo de rayos X (XRPD) (2 =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma D

cristalina;

La figura 11 muestra una traza de calorimetria de exploracién diferencial (DSC)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma D cristalina;

La figura 12 muestra una traza de analisis termo gravimeétrico (TGA) obtenida a

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma D cristalina:




P

LN

(W3]

WO 2006/048665 51 PCT/GR2005/004266

|_a figura 13 muestra un patrén de disfraccidn en polvo de rayas X (XRPD) (x =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma E

cristaling,

La figura 14 muestra una traza de calorimetria de exploracion diferencial (DSC)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma k cristalina;

La figura 15 muestra una traza de andlisis termo gravimeétrico {TGA) obtenida a

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma E cristaiina,

La figura 16 muestra un patrén de disfraccién en polvo de rayos X (XRPD;} (A

1.5406 Angstroms;} obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma F

cristalina:

La figura 17 muestra una traza de calorimetria de exploracion diferencial (DSO)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma F cristaling;

La figura 18 muestra una traza de analisis termo gravimetrico (TGA) obtenida a

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma F cristalina;

La figura 18 muestra un patron de disfraccidn en polvo de rayos X (XRPD} (A =

1.2406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma G

cristalina;

ta figura 20 muestra una traza de calorimetria de explaracién diferencial (DSC)

obtenida de una muesira de sarsasapogenina en forma G cristalina;
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{a figura 21 muestra una traza de analisis termo gravimeétrico (TGA} obtenida a

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma G cristalina;

La figura 22 muestra un patrdn de disfraccién en polvo de rayos X (XRPD) (i =

1.5406 Angstroms) aobtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma H

cristalina;

La figura 23 muestra una traza de calorimetria de exploracion diferencial (GSC)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma H cristalina;

ta figura 24 muestra una traza de analisis termo gravimétrico (TGA) obtenida a

partir de una muestra <de sarsasapogenina en forma H cristalina,

La figura 25 muestra un patron de disfraccidn en polvo de rayos X (XRPD} (& =

1.5408 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapcgenina en forma |

cristaling;

La figura 26 muestra una traza de calorimetria de exploracion diferencial (DSC)

obtenida de una muesira de sarsasapogenina en forma | cristalina;

La figura 27 muesira una {raza de analisis termo gravimétrico (TGA) obtenida

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma | cristalina;

La figura 28 muestra un patron de disfraccién en polvo de rayos X (XRPD) (i

il

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma J

cristalina;
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La figura 29 muestra una traza de calorimetria de exploracion diferencial (DSC)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma J cristalina,

La figura 30 muestra una traza de analisis termo gravimétrico {TGA) obtenida a

partir de una muestra de sarsasapogenina en forma J cristalina;

La figura 31 muestra un patrén de disfraccién en pelve de rayos X (XRFD) {%

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma K

cristalina,

La figura 32 muestra una traza de calonmetria de exploracion diferencial {DSC)

obtenida de una muestra de sarsasapogenina en forma K cristalina,

La figura 33 muestra un patrén de disfraccion en polve de rayos X (XRF’D} (h =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de solvato de 3-metilbutanol de

sarsasapocgenina en forma L cristalina;

La figura 34 muestra un patrdn de disfraccion en polvo de rayos X (XRPD) (L =

1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de solvatc THF de metanol de

sarsasapogenina en forma M cristaling;

La figura 35 muestra un patron de disfraccion en polvo de rayos X {(XRPD) (i =

15406 Angstroms) obtenida de una muestra de solvato agua metanol de d

sarsasapogenina en forma N cristaling;

A
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La figura 36 ruesira un patrén de disfraccion en polvo de rayes X {(XRPD) (i =
15406 Angsiroms) obtenida de una muestra de solvato de efer monometilo

dietilenglicol de sarsasapogenina en forma Q cristalina;

La figura 37 muestra un patron de disfraccién en polvo de rayos X (XRPD) (A =
1.5406 Angstroms) obtenida de una muestra de solvato de amino etancl de

sarsasapogenina en forma P cristalina;

La figura 38 muestra un patron de disfraccion en polve de rayos X (XRPD) (3 =

1.5408 Angsfroms) obienida de una muestra de solvato de feniletilamina de

sarsasapogenina en forma Q cristalina;

Eiemplos v descripcion defailada de los dibujos

Los siguientes ejemplos no limitantes se suministran comeo ilustracion adicional de

la presenie invencidon, pero sin limitacion, y se discuten cen referencia a los

dibujos.
Equipo de ensayo
Las figuras acompafiantes se obtienen en el siguiente equipo:

XRPD

Todos los patrones XRPD en esta solicitud se obtienen utilizando un difractdmetro
Bruker C2 equipado con una etapa XYZ, un microscopio de video laser y un

detector de drea HiStar. Los tiempos de recoleccion tipicos fueron 200s. El tubo de
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cobre sellado (radiacién Cu Ka: 1.5408 Angstroms) el voitaje y la comriente se

establecieron en 40 kv v 40 mA respectivamente. Los rayos X épticos en el aparto

C? consisten de un Unico espeio Gobel acoplado con un collimator pinhole de .3
mm de diametro. La divergencia de rayo (tamanc efectivo del punto de rayos X)

produce un valor de aproximadamente 4 mm.

DSC

Todos los datos DSC en esta solicitud se recolectan en un aparato TA Instruments
Q1000 equipado con un auto muestreader y carrusel capaz de soportar 50
muestras. La calibracion de temperatura y energia estdndar es indic. Las muestras
se calientan en un a proporcion de 10°C por minuto entre 20 y 210 °C bajo purga
de No . Entre 1 y 5 mg de cada rmuestra se utiliza._Las muestras no solvatadas se.l
examinan en una bandeja de aluminio sellada no hermeticamente. Las muestras

solvatadas se examinan utiizando bandejas selladas herméticarmnente para evitar

el dano al aparato DSC.

TGA

Todos los datos TGA en esta solicitud se recolectan en un analizador
termogravimétrico TA Instruments Q500. Se calibra el instrurnentd con
nique!falume! de acuerdo con las instrucciones del fabricante y un indice de
exploracidén de 10° C por minuto se emplea junto con una purga de nitrégeno.
Tipicamente, el tamano de la muestra es de 10-20 mg y cada material se carga
dentro de cubetas DSC de aluminio montadas en el interier de crisoles de platino.

Ambos contenedores se destaran antes de cualguier grabacion.

150
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Materiales de Partida

Muestras de sarsasapogenina comercialmente disponibles de compran de

Steraloids Inc.

Se analizan las muestras y se definen como forma B por nuestra nomenclatura.

Ejemplo 1

Forma Cristalina A (hemi solvato de acetona)

Se disuelve sarsasapogenina (50 g) en acetona (2500 ml) al calentar a reflujo con
agitacion. Después de 30 minutos se le permite a la solucién enfriar. A 25° C se
aplica un bafo de hielo y se enfria la solucién a 10° C. Se filtra e! solido y se lava
con acetona (100 ml) para producir similares a placa blanca. Se seca el sélido en
un horno de vacio a 50° C durante 16 horas para producir 37.85 g del material,
que se caracteriza por XRPD como forma A segln nuestra nomenclatura. Las

XRPD, DSC, TGA se muestran en las Figuras 4 a 6 de los dibujos acompanantes.

Ejemplos 2y 3

Forma Cristalina 8

Ejemplo 2
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Una muestra de la anterior tanda (2.32 g) se seca en un horno de vacio a 90° C
durante 3 dias para producir la forma B. La traza XRPD correspondiente se

muestra en la Figura 1 de los dibujos acompariantes.

Ejemplo 3

Se carga sarsasapogenina (240 g) en un frasco de 20 litros seguido por acetona
(14.4 litros) y se calienta la mezcla a reflujo con agitacién para disolver el sélido.
La solucidén nebuiosa resultante se calienta a reflujo durante aproximadamente 2.5
horas y se filtra caliente a través de un papel de filtro GG/54. Se calienta la mezcla
a reflujo para redisolver los solidos y luego se le permite enfriar lentamente con
agitacion. Adicionalmente se enfria la mezcla con un bano de hielo/agua a +2° C y
los soélidos se cosechan por filtracién en un papel de fitro GG/54

(aproximadamente 30 minutos). El sélido se lava con acetona fria (+5° C; 360 mi).

El sélido crudo se resuspende en agua desmineralizada (3200 ml) a 60-66° C
durante aproximadamente 2 horas. Se filtra el producto caliente (aproximadamente
60 segundos) y se lava con agua desmineralizada (20° C; 2 x 480 ml). Se seca el
solido en un horno de vacio a 70° C para producir la forma B (193.7 g, 81% de

rendimiento). La muestra se analiza para 0.3% de agua por analisis Karl Fisher,

Las XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 1 a 3 de los dibujos

acompanantes.

Eiemplos 4,5y 6

Forma Cristalina C (hidrato)

|16V
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Ejemplo 4

Se absorbe sarsasapogenina (98.4 g) en silice (aproximadamente 200 g}
utilizando diclorometano (2 litros). The material se empaca en la parte superior de
una columna que contiene silice (2 kg). La cromatografia utilizando acetato de
etilo/diclorometano (1:19} coma eluyente proporciona un producto (88.1 g) que se
recristaliza a partir de acetona (3 litros) para producir una torta himeda de acetona
(81.2 g). Este malerial se recristaliza adicionalmente a partir de acetona (2.75
litros) para producir un sélido que se seca a 50° C durante la noche. La
espectroscopia RMN {H indica la presencia de aproximadamente 0.5% acetona,
de modo que se emprende secado adicicnal a 80° C durante la noche para
producir sarsasapogenina (71.2 g) camo un polvo blanco, que se caracteriza por
XRPD como forma C segun nuestra nomenclatura, punto de fusién 203.7-206.5°
C. El analisis elemental resulta de C 76.69%; H 10.51% que es consistente con el

valor tedrico para C;;H4403.0.33 H>O. El contenido de agua por anglisis Karl-

Fischer es de 1.41% p/p.

Las XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 7 a 9 de los dibujos

acompanantes.

Ejemplc 5

Expesicion del solvato de acetona con una humedad del 50% o mas alta que lleve

a la formacion de la forma C.

Ejemplo 6
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Se suspende sarsasapogenina {100 mg) en tetrahidrofurano (1 ml) y agua (1 ml).
La mezcla se calienta a 70° C durante la noche y se le permite enfriar durante un

periodo de 12 horas. El precipitado se filtra, se seca y se muestra por ser |a forma

C.

Eiemplos 7,8y 9

Forma Cristalina D (solvato de etanol

Ejemplo 7

Se disuelve sarsasapogenina (3.28 g) en stanol (65 ml) al calentar a reflujo. La
mezcla se le permite enfriar y se agita durante la noche a temperatura ambiente.
Adicionalmente se enfria la mezcla en un bafio de hielo durante 1-2 horas y se
filtra. El solido se lava con etanol frio (10 mi) y se seca en un horno de vacio para

producir la forma D (3.0 g}. La muestra se analiza para 1% de agua por analisis

Karl Fisher

Las XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 10 a 12 de los dibujos

acompanantes.

Ejemplo 8

Se disuelve sarsasapogenina (3.48 g) en etancl (65 mi) al calentar a reflujo. La
mezcla se le permite enfriar y se agita durante la noche a temperatura ambiente.

Adicionalmente se enfria la mezcla en un bafio de hielo durante 1-2 horas y se

(54
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filtra. Bl solido se lava con agua y se seca en un horno de vacio para produgir la

forma D (3.2 g). La muestra se analiza para 0.8% de agua por analisis Karf Fisher.

Ejemplo

Se disuelve sarsasapogenina (3.57 g) en etanol (70 ml) al calentar a reflujo. Se
agrega agua (8 ml), causando alguna precipitacién. Se agrega etanol adicional {30
ml) para realizar fa disolucién. La mezcla se le permite enfriar y se agita durante la
noche y durante 2 dias a temperatura ambiente. La mezcla se filtra, el solido se
lava con agua y se seca en un homo de vacio para producir la forma D (3.18 g).

La muestra se analiza para £.8% de agua por analisis Kart Fisher.

Eiemplo 10

Forma Cristalina H (no hidratada o solvatada) -

Se calienta una muestra del solvato de etanot (forma D) a 130° C (es decir anterior

a la temperatura de desolvatacion) en un horno de vacio que resulta en “forma H"

Las XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 22 a 24 de los dibujos

acompafantes.
Eiempio 11

Forma Cristalina G (solvato de n-butanoh
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Se suspende sarsasapogenina (100 mg) en n-butanol (2 ml). La mezcla se
calienta a 70° C durante 1 hora y se le permite enfriar durante un periodo de 3

horas. Ei precipitado se filira, se seca y se muestra para ser el solvato de n-

butanol.

Las trazas XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 19 a 21 de los dibujos

acompafiantes.

< Eiemplo 12

i0

Forma Cristalina E {solvato de n-propanol}

Se suspende sarsasapogenina (100 mg) en n-propanol (2 ml). La mezcla se
calienta a 70° C durante 1 hora y se le permite enfriar durante un periodo de 3

L5 horas. El precipitado se filtra, se seca y se muesira para ser el sclvato de n-

propanol.

Las trazas XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 13 a 15 de los dibujos
acompanantes.
20

Eiemplo 13

Forma Cristalina F (solvato de iso-propanol)

25 Se suspende sarsasapogenina (100 mg) en iso-propanol (2 ml). La mezcia se

calienta a 70° C durante 1 hora y se le permite enfriar durante un periodo de 3
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horas. El precipitado se filtra, se seca y se muestra para ser el solvato de iso-

propanol.

Las trazas XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 16 a 18 de los dibujos

acompanantes.

Ejemplo 14

Forma | {C.3-hidrato)

Se almacena sarsasapogenina (forma H; 50 mg) a 40° C y 75% de humedad

relativa durante 18 dias para proporcionar la forma |.

Las trazas XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 25 a 27 de los dibujos

acompafiantes.

Ejemplo 15

Forma J {solvato de terc -butil metil éter)

Se agita sarsasapogenina (300 mg) en terc-butil metil éter a 50° C durante & min.
La mezcla se le permite enfriar y se agita durante la noche. E! sélido se cultiva por
fitracidn, se lava con ferc-butil metil éter (4 ml) y se deja al aire para proporcionar

la forma J.

Las trazas XRPD, DSC y TGA se muestran en las Figuras 28 a 30 de los dibujos

acompanantes.
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Eiemplo 16

Forma K {hemi-solvato de metanol}

- 5e recristaliza 1a sarsasapogenina a pariir de metanol para proporcionar la forma

K.

Las trazas XRPD y DSC se muestran en las Figuras 31 y 32 de los dibujos

accmparnantes.
Eiemplo 17

Forma L (solvato de 3-metil-1-butanol)

Se recristaliza la sarsasapogenina a partir de 3-metil-1-butanol para proporcionar

la forma L.

La traza XRPD se muestra en la Figura 33 de los dibujos acompafiantes y (as

dimensiones de céluia unitaria, angulos y grupos de espacio se muestran en la

Tabta 1 anterior.

Eiemplo 18

Forma M (solvato de mono-metanol. hemi-THF)

\ 5

(5%
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Se recristaliza la sarsasapogenina a partir de una mezcla de metanol y

tetrahidrofurano (THF) que contiene un equivalente mol de raffinosa, para

proporcionar la forma M.

La traza XRPD se muestra en la Figura 34 de los dibujos acompafantes y las

dimensiones de célula unitaria, angulos vy grupos de espacio se muestran en la

Tabla 1 anterior.
Eiemplo 19

Forma N {mano-metancl. mono-aqua sclvate)

Se recristaliza la sarsasapogenina a pattir de una mezcla de metanot vy

tetrahidrofurano (THF} que contiene un equivalente mol de sucrosa, para

proporcionar la forma N.

La traza XRPD se muestra en la Figura 35 de los dibujos acompanantes y las

dimensiones de célula unitaria, angulos y grupos de espacio se muestran en la

Tabla 1 anterior.

Ejemplo 20

Forma O {solvato-de dietilenglicol monometil éter}

Se recristaliza la sarsasapogenina a partir de dietilenglicol monometil éter para

praparcionar la forma O.

. ¥
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La traza XRPD se muestra en la Figura 36 de los dibujos acompafiantes y las

dimensiones de célula unitaria, angulos y grupos de espacio se muestran en la

Tabla 1 anterior.
Eiemplo 21

Forma P (solvato de aminoetanol)

Se recristaliza |a sarsasapogenina a parlir de aminoetanol para proporcionar la

forma P.

La traza XRPD se muestra en la Figura 37 de los dibujos acompanantes y las

dimensiones de célula unitaria, angulos y grupos de espacio se muestran en la

Tabla 1 anterior.

Eiemplo 22

Forma Q (solvato de feniletilamina)

Se recristaliza la sarsasapogenina a partir de feniletilamina para proporcionar la

forma Q.

La traza XRPD se muestra en ia Figura 38 de los dibujos acompafantes y las

dimensiones de célula unitaria, angulos y grupos de espacio se muestran en la

Tabla * anterior.

[RPSS  ——
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Los anteriores describen la presente invencion ampliamente, sin limitacién. Las
variaciones y modificaciones seran facilimente evidentes para aquellos expertos en

la técnica se entiende gue se incluyen en el alcance de la solicitud y cualquier

patente resultante.
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REIVINDICACIONES

La sarsasapogenina en la forma de forma cristalina H como se define

aqui o en la forma de un sclvato cristalino o hidrato.

2. La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1, en una
cualquiera 0 mas de sus formas cristalinas Gen1, Gen2, Gen3, Gen4, A,

CBEFGHILJLKLMN, QO P QyR como se define aqui.

La sarsasapogenina de acuerdo con |a reivindicacién 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina Gen1.

4. La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacidn

2, en la forma cristalina Gen2.

15
5. La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion
2, en la forma cristalina Gen3.
6. La sarsasapogenina de acuerda con la reivindicacion 1 o reivindicacion
20 2, en la forma cristalina Gend o R.
7. lLa sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion
2, en la forma cristalina A,
25 8. La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristatina C.

(6T
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10.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacién

2. en la forma cristalina D.

La sarsasapogenina de acuerdo con ia reivindicacion 1 o reivindicacion

[¥2}

10

11.

12.

2, en la forma cristalina €.

La sarsasapogenina de acuerdo can la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina F.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina G.

20

25

13.

14.

16.

17.

La sarsasapogenina de acuerdo con 1a reivindicacién 1 o reivindicacién

2, en la forma cristalina H.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina I.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina J.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina K.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina L.
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18.

18.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

———— i
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La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina M.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina N.

l.a sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, enia forma cristalina O.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion

2, en la forma cristalina P.

La sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacién

2, en la forma cristalina Q.

El hidrato de sarsasapogenina.

El hidrato de sarsasapogenina de acuerdo con ia reivindicacion 23, que
es a mono-hidratc o nominalmente un 0.5-hidrate, que incluye por

ejemplo un 0.3-hidrato.

El solvato de sarsasapogenina.

El solvato de sarsasapogenina de acuerdo con ta reivindicacion 25, que
se forma con un disolvente organico que se selecciona entre los
disolventes que contienen al menos un heteroatomo gue es que es mas

electronegativo que el carbono.
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27.

28.

29.

30.
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El solvato de sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacién 25, que
se forma con un disolvente organico que se selecciona entre los

disolventes que contienen un sistema conjugado o aromatico de enlaces

carbono/carbono insaturados.

El solvate de sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacian 25, en
donde el disolvente se selecciona a partir de cetonas, alcoholes, éteres,
ésteres, disolventes aromaticos, formas sustituidas de cualquiera de los

anteriores y, cuando es posible, mezclas de estos uno con el otro, con

ofros disolventes organicos y/o con agua.

El sclvato de sarsasapogenina de acuerdo con la reivindicacion 28, en
donde el disolvente se selecciona de. acetona, metil etil cetona, metil
iso-butil cetona, metanol, etanol, n- propanol, i-propanct, n-butanol, t-
butano!l, 3-metil-1-butanol, amincetanol, feniletilamina, t-butil metil éter,
dietilenglicol monometil eter, tetrahidrofurano, formato de etilo, acetato
de n-butilo, acetato de i-propilo, acetato de eti]o, o-xileno, m-xileno, p-

xileno, tolueno, cumeno, heptang, ciclchexano o mezclas de estos.

El solvato de sarsasapogenina de acuerde con la relvindicacion 28, en
donde el disolvente es una mezcla o combinacion de cualguiera de los
siguientes y agua: acetona, metil etil cetona, metil iso-butil cetona,
metanol, etanol, n-propanol, i-propanol, n-butanol, f-butanol, 3-metil-1-
butanol, aminoetanol, feniletilamina, t-buti! metil éter, dietitenglicol

monometil éter, tetrahidrofurano, formato de etilo, acetato de n-butilo,

(
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31

32,

33.

34.
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acetato de ipropilo, acetato de etilo, o-xileno, m-xileno, p-xileno,

tolueno, cumeno, heptano, ciclohexano o mezclas de estos.

Un compuesto seleccionado de: solvato de hemi-acetona
sarsasapogening; sclvato de mono-acetona sarsasapogenina; solvato
de de etanol sarsasapogenina; solvato de n-butanol sarsasapogening;
solvato de p-propanol sarsasapogenina; solvato de iso-propanot
sarsasapogenina; solvato de mono-ferc.-butanol sarsasapogenina,
solvato de 3-metil-1-butanc| sarsasapogenina; solvato de hemi-metanol
sarsasapegenina; solvato de ferc-butil metil éter sarsasapogenina;
solvato de metancl THF sarsasapogenina; sclvato de agua metanol
sarsasapogenina, solvato de  dietilenglicol moncmetil  éter
sarsasapogenina; solvato de aminoetanc! sarsasapogenina; solvato de

feniletilamina sarsasapogenina; y sclvato THF sarsasapogenina.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13

a 20 en forma cristalina.
Sarsasapogenina amorfa.

Un método para purificacion de sarsasapogening, particularmente pero
na exclusivamente en una escala de fabricacion comercial, que
comprende formar cristales de sarsasapogenina hidratados en la forma
C como se define aqul y posteriormenie secar los cristales de
sarsasapogenina hidratados para formar relativamente sarsasapogenina

cristalina no hidratada no solvatada sustancialmente pura.




10

20

S 25

WO 2006/048665 72

38.

386.

37.

38.

39,

40.

41,

Un metodo de acuerdo con la reivindicacién 34, en donde los cristales
de sarsasapogenina hidratados se forman mediante suspensidn, en

agua o un medio 0rganico acuoso, se precipita sarsasapogenina a partir

de un disclvente organice.

Un metcdo de acuerdo con la reivindicacién 35, en dende el disolvente

organico es acetona.

Un método para purificacion de sarsasapogenina, particularmente pero
no exclusivo en una escala de fabricacién comercial, cjue comprende
sarsasapogenina disuelta en una mezcla de alcano/disclvente de cetona
y se precipita la sarsasapogenina a partir de la solucién resultante como
sarsasapogenina cristalina relativamente no hidratada no solvatada

sustancialmente pura.

Un meétode de acuerde con la reivindicacion 37, en donde el alcano es

heptano.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 37 o reivindicacion 38, en

donde la cetona es acetona.

La sarsasapogenina, en forma sustanciaimente pura, cuande se prepara

por un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

34 a 39.

Un material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2,

3a6, 7a16, 17 a22, 23, 24, 25 a 29, 30, 31 a 33 y 40, sustancialmente

PCTIGB2005/004264 L !

(6
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42.

43.

44.

45,
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libre de otra forma de sarsasapogenina y/o sustancialmente libre de

otras sapogeninas esteroides y/o saponinas esteroides.

Un material de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones 1, 2,
3a6 7a16,17a22, 23,24 25229, 30, 31a 33, 40 v 41, en al menos

aproximadamente ,0% en peso de la forma pura.

Un material de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones 4, 2,
3abB, 7a16, 17 a22 23 24, 25 a 28, 30, 31 a 33 y 40 en al menos

aproximadamente 80% en peso de la forma pura.

Un material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2,
3ab,7a16 17 a22 23, 24, 25a 25, 30, 31 a 33 y 20 en al menos

aproximadamente 9,% en peso de la forma pura.

Un proceso para obtener sarsasapogenina de grade comestible o
farmaceutico 0 un derivado de esta, en donde al menos una etapa del
proceso incluye preparar un material de acuerdo con una cuaiguiera de

tas reivindicaciones 1,2, 3a6,7a 16, 17 a 22, 23, 24, 25 a 29, 30, 31 a
33y 40 a 44,

46. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 45, en donde el material se

prepara en la forma fisica de un sdlido seco asilado © en un medio

liguido tal como una suspension de cristal.

47. Un procesc de acuerde con la reivindicacion 4, o reivindicacion 46,

adicionalmente comprende formular la sarsasapogenina resuttante de

— o ———————— —
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48.

49.

50.
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.
grado comestible o farmacéutico o un derivado de esta, dentro de un

medicamento, producte alimenticio, suplemento alimenticio, bebidas o

suplemento de bebidas.

Un método para ajustar la sarsasapogenina entre formas seleccionadas
de la forma amorfa y las formas cristalinas A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K,
L, M, N, O, P, Q R Gen1, Gen2, Gen3 y Gend -cdmo se define aqui,
que comprende 'pfeparar una solucién de una primer tal forma de
sarsasapogenina en un disclvente crganico apropiade o mezcla de
disolvente, opcionalmente en la presencia de agua, y se precipita la

sarsasapogenina de alli, para obtener la forma ajustada de

sarsasapogenina.

Un métodoe de acuerdo con la reivindicacidn 48, en donde la forma
ajustada de sargasapogenina comprende un material de acuerdo con
una cualguiera de las reivindicaciones 1, 2,3 a 8, 7 a 16, 17 a 22, 23,

24,252a29,30,31a33y40a44.

Un método para ajustar el nivel de hidratacion de sarsasapageninag,
comprende preparar una solucion de una primero forma de
sarsasapogenina en un disclvente organico apropiade o mezcla de
disolvente, opcionalmente en la presencia de agua, y se precipita la
sarsasapogenina de esta, para obtener la sarsasapogenina en dicho

nivel de hidratacion ajustado.

164
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53.

54.

55.

56.
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Un método de acuerdo con {a reivindicacién 50, en donde la forma

ajustada de sarsasapogenina comprende un material de acuerda con la

reivindicacion 8 o reivindicacién 24.

Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 48 a
51, adicionalmente c¢omprende preparar un derivado de

sarsasapogenina del material inicial obtenido.

Un m&todo de acuerdo con la reivindicacion 52, en donde el derivado es

una prodroga de sarsasapogenina.

Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 48 a
53, adicionaimente comprende formular la sarsasapogenina resultante
de grado comestible o farmaceutico o un derivado de esta dentro de un
medicamento, producto alimenticio, supiemento alimenticio, bebidas o

suplemento para bebidas.

La sarsasapogenina o un derivado de esta, cuando se prepara por un

método de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones 48 a 54.

Un método para preparar una prodroga de sarsasapogenina, que
comprende esterificar un material de sarsasapogenina de acuerto con
una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2,3 a6, 7 a 16, 17 a 22, 23,

24, 25229, 30,312a33,40a44 y 55

57. Una prodroga de sarsasapogenina, que se obtiene por un método de

acuerdo con la reivindicacion 56.

o

70



WO 2006/048665 s

58.

5
39.

10
15 60.
61.

20
62.

25

PCT/GB2005/004264

Un material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2,
3a6,7a16, 17 a 22, 23, 24, 25 a 29, 30, 31 a 33, 40 a 44, 55, y 57,

para uso como un medicamento, producto alimenticio, suplemento

alimenticio, bebidas o suplemento para bebidas.

Una composicion comprende un material de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3a 6,7 a 16, 17 a 22, 23, 24 25 a 29, 30,
31 a 33, 40 a 44, 55 y 57 en mezcla con uno o mas componentes
seleccionados de uno o mas de otros materiales de acuerdo con una
cualguiera de las reivindicaciones precedentes, otra forma de

sarsasapogenina, cualguier otro material biolégicamente activo, vy

cualguier material bioldgicamente inactivo.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacidén 59, en donde la otra

forma de sarsasapogenina, cuando esta presente, es de forma cristalina

B como se define agui.

Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 59 o reivindicacion
60, para uso como un medicamento, producto alimenticio, suplemento

alimenticio, bebidas ¢ suplemento para bebidas.

Un método para preparar una composicion de acuerdo con una
cualguiera de las reivindicaciones 59 a 61, comprende mezclar un
material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 a
8. 7a16,17a22, 23,24, 25a29,30,31a33,40a 44, 35 y 57 conuno

o mas componentes adicionales seleccionados de uno o mas de otros

A
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materiales de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3
a6, 7a16, 17222, 23 24,25a29, 30, 31 a 33, 40 a 44, 55y 57, otra
forma de sarsasapogenina, cualquier- otro material bioldgicamente

activo, y cualquier material biologicamente inactivo y cuaiquier

combinacidn de estos.

El uso de un material o composicion de acuerdo con una cualguiera de
las reivindicaciones 1,2,3a6,7a 18 17a22 23,24,25a29,30,31a
33, 40 a 44, 55 y 77 a 61 en la fabricacion de un medicamento, producto

alimenticio, suplemento alimenticio, bebidas o suplemento para bebidas.

El usc de acuerdo can la reivindicacion 63, en donde ef medicamento,
producto alimenticio, suplemento alimenticio, bebidas o suplements para
bebidas es para el aumenteo de funcién cognitiva o para el tratamiento de
una condicién seleccionada de: cbesidad y sindromes de obesidad
diabetes, disfuncion cognitiva, y condiciones aliadas; condiciones
caracterizadas por una deficiencia en el numero de receptor de union de
membrana o funcién; neurodegeneracion no cognitiva, degeneracion
neurgmuscular no cognitiva; neurcdegeneracion sensora-motora; Y
pérdida de la funcion del receptor en la ausencia del deterioro cognitivo,

neural o neuromuscular.

Un meétode aumento no terapéutico de la funcién cognitiva en un
humano o un animal no humano ¢ para el tratamiento de un humano o
un animal ne humano que sufre de, ¢ es susceptible a, una condicion
seleccionada de: obesidad y sindromes de obesidad diabetes,

disfuncién cognitiva, y condiciones relacionadas, condiciones
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caracterizadas por una deficiencia en el nimero de receptor de unidn de
membrana o funcidn; neurodegeneracién no cognitiva; degeneracién
neuromuscutar no cognitiva; neurodegeneracidn sensora-motora; vy
perdida de la funcién del receptor en la ausencia del deterioro cognitivo,
neural 0 neuromuscular, que comprende administrar a dicho humano o
animal no humano una cantidad efectiva de un material o composicién
de acverdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2,3 a6, 7 a

16,17 a 22, 23,24, 25229, 30,31a33,40a 44,55y 57 a 61.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 65, en donde el animal es

un humano.
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COMPUESTOS QUIMICOS

Resumen: La invencion suministra sarsasapogenina en formas amorfas,
cristalina, solvatada e hidratada novedosas, y el usc de esta en la elaboracién de

5  sarsasapogenina grado farmacéutico o comestible y sus derivados.
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vol. 27, no. 10, 1955, pages 1569-1573, L58-66
XF002318342
USAMERICAN CHEMICAL SOCIETY. COLUMBUS.
page 1573; table II
A US 3 019 220 A (JULIAN PERCY L) 1,2,13,
30 Janvary 1962 (1962-01-30) 37-E1,
54,55,
58-66
example II
—f—
8
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International applieation No

PCT/GB2005/004266
C(Cnntinua!lorT DOCUMENTS CONSIDERED TO SE AELEVANT
Category” | Citation of document, with indication, where appropriale, of the relevant passages Relevant to claim No.
X US 4 057 543 A (DRYDEN, JR. ET AL) 1,2,13,
8 November 1977 (1977-11-08) 3748
Y examples 1,7 1,2,13,
37-51,
hd, b5,
58-66
A US 2 774 714 A (HERSHBERG EMANUEL B ET AL) 1,2,13,
18 December 195 (1956-12-18) 37-81,
54,55,
58-66
example 3
A MARKER R E ET AL: "Steroidal Sapogenins™ 1,2,13,
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SGCIETY, 37-51,
AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, WASHINGTON, DC, 54 &5,
us, E2~66
vol. 69, no. 9,
26 September 1947 (1947-09-25), nages
2167-2230, XPOD2157706
I3SN: 0002-7863
page 2223, column 2, paragraphs 3,4
A WALL M E ET AL: "Steroidal Sapogenins. 1,2,13,
XXVIT. Preparation and Properties of 37-51,
| 20-Isosapogeninsg” 54,55,
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, b8-66
AMERICAN CHEMICAL SCCIETY, WASHINGTON, DC,
us,
vol. 77, 1955, pages 5661-5665,
XP002293039
ISSN: 0002-78863
page B662; table II
Y YI N ET AL: "Sarsasapogenin: Mechanism in 1,2,13,
treating senile dementia” 37-51,
SYNTHESIS AND APPLICATIONS OF ISOTOPICALLY 54,55,
LABELLED CCMPOUNDS, XX, XX, L8-66
14 September 1997 (1997-09-14), pagas
315-320, XP002117140
abstract
Y CING ET AL: "Study on the Yin-tonic 1,2,13,
companent of the Chinese herb Zhimu: 37-81,
sarsasapogenin’ h4,BE,
CAPLUS, 1991, XPQ02157712 ER-66
abstract
Y EP 0 204 661 A (PROGENICS, INC) 1,2,13,
10 December 1986 (1986~12-10) 37-51,
54,55,
58-66
pages 4-5
Y.
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CiContdnuation). DOGCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Calegory* || Citallon of aocument, with Indicalion, where appropriate, of the relevant passages Relavanl to ciaim Mo,
Y DATABASE CA [Onlinel 1,2,4,8,
CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 13,14,
OHIO, US; 23,24,
Y1, NINGYU ET AL: "Extraction of 34-581,
.beta. -adrenergic receptor- and M 54,5k,
cholinergic receptor-regulating 58-66
(.peta.,5.beta.,2bs)-spirastan-3-0l1 from
Anemarrhena asphodeloides Bunge®
¥P{02369130
retrieved from STN
Database accession nc. 1995:881491
X gbstract 1,2,4,8,
23,
41-45,
47-51,
54,55,
B8 ,64-66
& CN 1 096 031 CN (SHANGHAL NO. 2 MEDICAL
UNIVERSITY, PEOP. REP. CHINA)
11 December 2002 (2002-12-11}
X CANDELA J L F ET AL: "NEUVA FUENTE DE 1,72,4,8,
SARSAPOGENINA NEW SOURCE OF SARSAPOGENIN 23,
ANALES DE LA REAL SCCIEDAD ESFANOLA DE 41-45,
FISICA Y QUIMICA, SERIE B: QUIMICA, 48-51,55
MADRID, ES, 1951, pages 309-311,
XP008043213
ISSN: 0034-088X%
Y page 311, paragraph 1 1,2,4,8,
14,23,
24,
34-36,
40-51,
54,55,
h8-66
Y WAWER I ET AL: ™"13C cross~polarization 1,2,4,8,
MAS NBMR study of some steroidal 14,23,
sapogenins.” 24,
SOLID STATE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE. 34-386,
2001 AUG-SEP, : 40-51,
vol. 20, no. 1-2, August 2001 (2001-08), 54,55,
pages 356-45, XPQ02388162 53-66
ISSN: 0926-2040
page 32, Tast paragraph - page 40,
paragraph 1 '

Form PCT/ISA/210 {comtnuanion of s&cdnd shast) (Apnl B005)
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| Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This Internalional Search Report has not been established In respect of cortain claims under Article 17(2}(a} for the following reasans:

1. Claims Mos.:

because they relate to subject matier not réquired to be searched by this Authority, namely:

Although claims 65,66 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried cut and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. D Claims Nos .-

because they ralate 1o parts of the International Application thal do not comply with the preserbed requirements fa such
an gxtent that no meaningful International Search can be carried aut, spaclficaily:

3. l Claims Nos,:

because they are depandent ¢iaims and are not drafted in aceardance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box Nl Dbservations where unity of invenfion is lacking (Continuation of item 3 of {irst sheet}

This infermational Searching Autharity found multiple inventons in this internalional application, as follows:

see additional sheet

-

. D As all required additional search fees were mely paid by the applicant, this International Search Repant cavers all
searchable clams.

2, EI As all searchable claims could be searched without effar justitying an additiona! fea, this Autharity did not invita payment
af any additional fee.

3. m As only seme of the required additional search feas were timely pald by the applicant, this International Ssarch Report
covers only those claims for which fees were paid, specifically ciaims Nos.:

1,2,4,8,13,14,23,24,34-51,54,55,58-66 {inventions 1 and 3)

4. Ne requirec additional search fees were timely paid by the applicant. Consequentiy, this Intemational Search Report is
restricied to the invention first mentioned in the claims; it is covered 5y claims Nos.:

Remark an Protest D The additional search fess were accompanied by the applicant's protest,

Na pratast accompanied the payment of additional search fees,

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)



2

inteational Application No. PCT/GB2005 /004266

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA! 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as foilows:

1. ¢laims: 1,2,40-51,54,56,58-66 (in part) 13,37-39 tin full)

Crystalline form 4 of sarsasapogenin and all non-hydrated,
non-solvated crystalline forms, pracess for the production
thereof, compositions and uses thereof.

2. claims: 1-3,25,26,28,79,31,32,41-51,54,55,58-66 (in part) 7 (in
. fuil)

Crystalline form A of sarsasapogenin, precess far the
production therecf, compositiaons and uses thereaf.

3. ¢laims: 1,2,4,40-51,64,55,58-66 (in part) 8,14,23,24,34-36,50
{in Full)

Crystalline forms I and C and other hydrates of
sarsasapcgenin, pracess for the production thereof,
compositions and uses thereof.

4. claims; 1,2,4,25,26,28,29,31,32,41-51,54,55,58-66 (in part) 9
(in full)

Crystalline form D of sarsasapogenin, process for the
production thereof, compositions and uses thereot.

5. claims: 1—3,25,26,28,29,31,3§,41—51,54,55,58*66 (in part) 10 (in
' full

Crystalline form E of sarsasapogenin, process for the
production thereof, compositions and uses thereof.

6. claims: 1,2,5,25,26,28,29,31,32,41-51,54,55,58-66 (in part) 11
{(in full)

Crystalline form F of sarsasapogenin, process for the
production thereof, compositions and uses thereof.

7. claims: 1-3,25,26,28,29,31,32,41-51,54,55,58-66 (in part) 12 (in
full)

Crystalline form G of sarsasapogenin, process for the
production thereof, compositions and uses thereof.

8. claims: 1-3,25,26,28,29,31,32,41-51,54,55,58-66 ({n part) 15 (in

fuil)
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9.

11.

12,

13.

14.

15,

16,

Crystalline form J of sarsasapogenin, process for the
production thereof, compasitions and uses thereef.

claims: 1,2,25,26,28,29,31,32,41-51,54,55,58-66 (in part) 16 (in

full)

Crystalline form K of sarsasapogenin, process for the
oroduction therecof, compositions and uses thereof.

———

. claims: 41-51,54,55,58-66 (in part) 33 (in full}

Amorphous sarsasapogenin, process for the preoduction
thareof, compositions and uses thereof,

claims: 52,53,56,57 {in ful1) 54,55,58-66 (in part)

Cerivatives of sarsasapogenin, process for the production
thersof, compositoins and uses thereof (in particular
prodrugs, more particularly, esters).

claims: 48,54,55,58-66 (in part)

Crystalline Form B of sarsapogenin, process for the
production thereof, compesitions and uses thereof

¢laims: 1-3,25,26,28,29,31,41-51,54,55 58-66 (in part) 17 (in
full)

Crystalline form L of sarsapogenin, process for the
production thereof, compositions and uses thereaf.

claims: 1,2,25,26,28,29,31,41-51,54,55,58-66 (in part) 18 (in
fully

Crystalline form M of sarsapogenin, process for the
production therszof, compoesitions and uses thereof

claims: 1,2,25,26,28,2%,31,41-51,54,55,58-66 {in part) 19,30
{in full)

Crystalline form N of sarsapogenin and other mixted organic
solvates/hydrates, process for the production thereof,
compositions and uses thereof

¢laims: 1,2,25,26,28,29,31,41-51,54,55,68-66 {in part) 20 (in
full)
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|

17.

18.

19,

Crystalline form 0 of sarsapogenin, process for the
praduction thereof, compositions and uses thereof

¢laims: 1,2,25,26,28,29,31,41-51,54,55,68-66 (in part) 21 (in
fuil)

Crystalline form P of sarsapogenin, process for the
production thereef, compositions and uses fthereof

claims: 1,2,25,26,28,29,31,41~-51,54,55,58-66 (in part) 22,27
(in full)

Crystalline fortm O ef sarsapogenin, process for the
production thereof, compositions and uses thereof

claims: 1,2,25,25,28,29,31,41351,54,55,58—66 {in part) & {(in
fuil

Crystaliine farm R of sarsapogenin, process for the
production therecf, compositions and uses thersaf
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International application No

Us

PCT/GB2005/004266
Patent document Pubiication Patent family Publication
cited in search repert daie membaer{s} date
us 2408827 A 08~10-1946  NONE
Us 2306635 A 29~-12-1942  NONE
Us 3019220 A 30-01-1962  NONE
Us 4057543 A 08-11-1977 DE 2729501 Al 05-01-1978
; FR 2356670 Al 27-01-~1978
GB 1530837 A 01-11-1978
JP E3005150 A 18-031-1973
NL J7Q7282 A U3—91~1973
US 2774714 A 18-12-1956  NONE
EP 0204661 A 10-12-1%986  JF 51293915 A 24-12~1986
us 4680289 A 14-07~1987
CN 10986031 CN 11-12-2002 CN 1190760 A 19-08~-1998
JP 2960385 B2 06-10~19299
JP 10193650 A 28-07-1998
KR 217996 Bl 01-09-1299
6069710 A 30-05-2000

Famn FCTASA/Z10 (patent family armex} (Apnl 2005)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACICNES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINVENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCICN PCT ]
[121) N° de soficitud: (57) Int Ci: COTJ 000/000
22} Fecha de soliciug: (T1Solicitante(s) PHYTOPHARMPLC.
(30} Prioridad (31} Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
0424528.8 0511112004 GB
(72) Inventor(es)  PETER DAVID TIFFIN
{74) Apoderado;  EMILIO FERRERO
(85)  Fechalimits inisio fase nacional:  05/08/2007. (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relatives ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 11/05/2006 _
Fecha de presentacion de Ja solicitud: — 4/11/2003 N® publicacion: WO 2006/048 QES A2
Ne. de solicitud PCT/GB2005/004 286 -
{54) Titulo:  COMPUESTOS QUIMICOS

Reivindicacion(es):

1,

La sarsasapogenina en la forma de forma
cristalina H cormo se define 2gui o en la forma

de un solvato cristaline o hidrate.

La sarsasapogenina de acuerdo con fa
reivindicacion 1, en una cualquiera o mas de
sus formas cristalinas Genl, GenZ, Gen3,
Gend, A, C, 0L E F, G H | LK LMN O P

Q y R coma se defins aqui.

La sarsasapogenind de acuerdo con la
relvindicacion 1 o reivindicacion 2, en la forma

cristalina Gen?.

La sarsasapogenina de acuerde con la
reivindicacion 1 o reivindicacién 2, en la forma

cristaling Gen2.

lLa sarsasapogenina de acuerdo con la
reivindicacién 1 o reivindicacion 2, en fa forma

cristalina Gen3.

6. La sarsasapogenina de acuerdo con Ja
reivindicacion 1 o reivindicacidn 2, en la forma

cristalina Gend o R. ]

7. La sarsasapogenina de acverdo con la
reivindicacién 1 o reivindicagién 2, en la forma

cristalina A.

8. La sarsasapogenina de acuerdo con la
raivindicacion 1 o reivindicacion 2, en ia forma

cristaiina C.

9. La sarsasapogenina de acuerdo con la
reivindicacion 1 o reidndicacion 2, &n la forma

cristalina D.

10, La sarsasapogenina de acuerdo con la
reivindicacion 1 o reivindicacién 2, en la forma

cristalina E,
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ta. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONAL!
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

- REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE -

PCT
F’A‘TENTE DE INVENCION ‘ [/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indtcar:,lon de gue se solicita la concesion.de una patents
® Datos de identificacion del sollmtante O de la persona gue presenta la solicitud /
4 Descripcién de la invencidn ~ [
4 Dibujos de ser estos pertinentes
4 Comprobante de pago de [as tasas establacidas [/
COMPLETA [ INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ 1

# Indicacion de que se solicita el registra de Disefio Industrial o [

4 Datos de identificacion del solicitante o de Ja persona que presenta la solicitud [

" Representacmn grafica y fotografica de! Disefio IndUStnal o muestra del [
materizal que incorpora el disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas . [

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ !ndicacion de que se solicita el registro de un.Esquema de Trazado [
# Datos de identificacién del solicitante o de la perscona que presenta la solicitud |
€ Representacion grafica del esquema trazado ' : [
4 Comprcbante de pago de las tasas establecidas : ]

COMPLETA | ] INCOMPLETA |

Firma Responsable 7

Fecha ‘ - ' Carrera 13 No. 27-00 Piso §, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fex: 360 52 20
E-mail: info@sic.qov.co
WWW.5IC.Qov.Co
Eogota, D.C., Colombia
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REPUBLICA DE COLOMBIA .«

.,
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO v
Bogcté;
ZDZ20
Doctor (a)

FERRERC EMILID
Apoderado (a) yv/o Representante de
PHYTOPHARM PLC

REFERENCIA kadicacidn No. 7 56924
Solicitud ipternacional DCT/GE2005/004268
Fecha inicio fase nacional 05/06/2007
Tramite 11
Evento 378
Actuacibén 430

Cficio Ho. Yu v 8907

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 39 de
la Decisi®n 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bhis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gue:

1. La sclicitud no contiene 1a copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al soliditante o a su causante. (Art. 26-k}
Decisidn 486. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, deben

legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 vy 260 del Cédige
de Procedimientc Civil.

En cumplimiento de 1leo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del términe de dos meses siquientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerard akandonada y perderi su prelacién.

Notitiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo gquinte @21 titulo primero de la Circular Unica No.1C de 2001.

ALIX CARMENZ ﬂ;DES DE VERGEL
Jefe de la divizidn de Nuevas Creaciones

\

El anterior reguerimiento fue notificado por fijacién en lista de
fecha

—_ )
adpali ,??7“ imi




