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DESCRIPCION
Formas polimorficas de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. 60/499.723, presentada el 4 de septiembre
de 2003.

1. CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden la forma polimérfica B de 3-(4-amino-1-
oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Se describen también procedimientos de elaboracién de las formas
polimérficas y procedimientos para su uso para el tratamiento de enfermedades y afecciones incluyendo, pero sin
limitacion, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias y cancer.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Muchos compuestos pueden existir en diferentes formas cristalinas, o polimorfos, que exhiben diferentes
propiedades fisicas, quimicas y espectroscopicas. Por ejemplo, ciertos polimorfos de un compuesto pueden ser mas
facilmente solubles en disolventes particulares, pueden fluir mas facilmente o pueden comprimirse mas facilmente
que otros. Véase, p.ej., P. DiMartino, et al., J. Thermal Anal., 48: 447-458 (1997). En el caso de farmacos, ciertas
formas solidas pueden ser mas biodisponibles que ofras, mientras que otras pueden ser mas estables bajo ciertas
condiciones de fabricacion, almacenamiento y bioldgicas. Esto es particularmente importante desde un punto de
vista regulatorio, puesto que los farmacos se aprueban por agencias tales como la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EE.UU. solo si satisfacen estandares exigentes de pureza y caracterizacion. Es mas, la
aprobacion regulatoria de un polimorfo de un compuesto que exhibe ciertas propiedades de solubilidad y
fisicoquimicas (incluyendo espectroscépicas), tipicamente no implica la aprobacion inmediata de otros polimorfos del
mismo compuesto.

Las formas polimdrficas de un compuesto son conocidas en las técnicas farmacéuticas por afectar, por ejemplo, a la
solubilidad, estabilidad, fluidez, fragilidad y compresibilidad del compuesto, asi como la seguridad y eficacia de los
productos farmacoldgicos que las comprenden. Véase, p.ej., Knapman, K. Modern Drug Discoveries, 2000, 53. Por
lo tanto, el descubrimiento de nuevos polimorfos de un farmaco puede proporcionar una variedad de ventajas.

Las patentes de EE.UU. n° 5.635.517 y 6.281.230, ambas de Muller et al., divulgan 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona, que es util en el tratamiento y la prevencion de un amplio intervalo de
enfermedades y afecciones incluyendo, pero sin limitacién, enfermedades inflamatorias, enfermedades
autoinmunitarias y cancer. Las nuevas formas polimoérficas de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-
diona pueden fomentar el desarrollo de formulaciones para el tratamiento de estas dolencias cronicas, y pueden
procurar numerosos beneficios de formulacion, fabricacion y terapéuticos.

3. RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencién engloba un polimorfo de 3-(4-arnino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. En ciertos
aspectos, la invencién proporciona un polimorfo del compuesto identificado en la presente memoria como forma B.
La invencién engloba también mezclas que comprenden esta forma. En aspectos adicionales, se describen
procedimientos de elaboracion, aislamiento y caracterizacion de los polimorfos.

Esta invencién proporciona también composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion unitaria individuales que
comprenden el polimorfo de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. También se describen
procedimientos para el tratamiento o la prevencion de una variedad de enfermedades y trastornos, que comprenden
administrar a un paciente necesitado de dicho tratamiento o prevencién una cantidad terapéuticamente efectiva del
polimorfo de 3-(4-amino-1-oxo-1,3 dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona.

4. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Pueden entenderse aspectos especificos de la invencién con referencia a las figuras adjuntas. Las formas Ay C-H
se proporcionan para referencia:

La FIGURA 1 proporciona un patrén de difraccion de rayos X de polvo (XRPD) representativo de la forma A;
la FIGURA 2 proporciona un espectro IR representativo de la forma A;
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la FIGURA 3 proporciona un espectro de Raman representativo de la forma A;

la FIGURA 4 proporciona una curva de analisis termogravimético (TGA) representativa y un termograma de
calorimetria de barrido diferencial (DSC) representativo de la forma A;

la FIGURA 5 proporciona una isoterma de absorciéon/desorcién de humedad representativa de la forma A;

la FIGURA 6 proporciona un patréon de XRPD representativo de la forma B;

la FIGURA 7 proporciona un espectro IR representativo de la forma B;

la FIGURA 8 proporciona un espectro de Raman representativo de la forma B;

la FIGURA 9 proporciona una curva de TGA representativa y un termograma de DSC representativo de la forma B;
la FIGURA 10 proporciona resultados de TG-IR representativos de la forma B;

la FIGURA 11 proporciona una isoterma de absorcion/desorcién de humedad representativa de la forma B;

la FIGURA 12 proporciona un patron de XRPD representativo de la forma C;

la FIGURA 13 proporciona un espectro IR representativo de la forma C;

la FIGURA 14 proporciona un espectro de Raman representativo de la forma C;

la FIGURA 15 proporciona una curva de TGA representativa y un termograma de DSC representativo de la forma C;
la FIGURA 16 proporciona resultados de TG-IR representativos de la forma C;

la FIGURA 17 proporciona una isoterma de absorciéon/desorcién de humedad representativa de la forma C;

la FIGURA 18 proporciona un patron de XRPD representativo de la forma D;

la FIGURA 19 proporciona un espectro IR representativo de la forma D;

la FIGURA 20 proporciona un espectro de Raman representativo de la forma D;

la FIGURA 21 proporciona una curva de TGA representativa y un termograma de DSC representativo de la forma D;
la FIGURA 22 proporciona una isoterma de absorciéon/desorcién de humedad representativa de la forma D;

la FIGURA 23 proporciona un patréon de XRPD representativo de la forma E;

la FIGURA 24 proporciona una curva de TGA representativa y un termograma de DSC representativo de la forma E;
la FIGURA 25 proporciona una isoterma de absorcion/desorcién de humedad representativa de la forma E;

la FIGURA 26 proporciona un patrén de XRPD representativo para una muestra de la forma F;

la FIGURA 27 proporciona un termograma de DSC representativo de la forma F;

la FIGURA 28 proporciona un patron de XRPD representativo de la forma G;

la FIGURA 29 proporciona un termograma de DSC representativo de la forma G;

la FIGURA 30 proporciona un patron de XRPD representativo de la forma H;

la FIGURA 31 proporciona una curva de TGA representativa y un termograma de DSC representativo de la forma H;
la FIGURA 32 proporciona un patréon de XRPD representativo de la forma B;

la FIGURA 33 proporciona un patréon de XRPD representativo de la forma B;

la FIGURA 34 proporciona un patrén de XRPD representativo de la forma B;

la FIGURA 35 proporciona un patréon de XRPD representativo de la forma E;

la FIGURA 36 proporciona un patron de XRPD representativo de una mezcla polimoérfica;

la FIGURA 37 proporciona una curva de TGA representativa de la forma B;

la FIGURA 38 proporciona una curva de TGA representativa de la forma B;

la FIGURA 39 proporciona una curva de TGA representativa de la forma B;

la FIGURA 40 proporciona una curva de TGA representativa de la forma E;

la FIGURA 41 proporciona una curva de TGA representativa de una mezcla polimérfica;

la FIGURA 42 proporciona un termograma de DSC representativo de la forma B;

la FIGURA 43 proporciona un termograma de DSC representativo de la forma B;

la FIGURA 44 proporciona un termograma de DSC representativo de la forma B;

la FIGURA 45 proporciona un termograma de DSC representativo de la forma E;

la FIGURA 46 proporciona un termograma de DSC representativo de una mezcla polimorfica;

la FIGURA 47 proporciona un barrido de UV-VIS de un medio de disolucion;

la FIGURA 48 proporciona un barrido de UV-Vis de 0,04 mg/ml de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-
2,6-diona en medio de disolucion;

la FIGURA 49 proporciona un barrido de UV-VIS de 0,008 mg/ml de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-
il)piperidin-2,6-diona en medio de disolucion;

la FIGURA 50 proporciona una curva de calibracion para 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-
dione;

la FIGURA 51 proporciona una curva de solubilidad de la forma A;

la FIGURA 52 proporciona una curva de solubilidad de la forma B;

la FIGURA 53 proporciona una disolucion intrinseca de las formas A, By E; y

la FIGURA 54 proporciona una disolucion intrinseca de las formas A, By E.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

5.1 DEFINICIONES
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Como se usan en la presente memoria y a menos que se indique otra cosa, los términos “tratar”, “tratando” y
“tratamiento” hacen referencia al alivio de una enfermedad o trastorno y/o al menos uno de sus sintomas
acompanantes.

Como se usan en la presente memoria y a menos que se indique otra cosa, los términos “prevenir’, “previniendo” y
“prevencion” hacen referencia a la inhibiciéon de un sintoma de una enfermedad o trastorno o del trastorno mismo.

Como se usan en la presente memoria y a menos que se indique otra cosa, los términos “polimorfo” y “forma
polimérfica” hacen referencia a formas cristalinas solidas de un compuesto o complejo. Diferentes polimorfos del
mismo compuesto pueden exhibir diferentes propiedades fisicas, quimicas y/o espectroscopicas. Las diferentes
propiedades fisicas incluyen, pero sin limitacion, estabilidad (p.ej. al calor o la luz), compresibilidad y densidad
(importante en la formulacion y fabricacion de producto) y tasas de disolucion (que pueden afectar a la
biodisponibilidad). Las diferencias en la estabilidad pueden ser el resultado de cambios en la reactividad quimica
(p-€j., oxidacion diferencial, tal que una forma de dosificacion se decolore mas rapidamente cuando esta compuesta
por un polimorfo que cuando estd compuesta por otro polimorfo) o las caracteristicas mecanicas (p.ej., los
comprimidos se desmenuzan en almacenamiento ya que un polimorfo favorecido cinéticamente se convierte en el
polimorfo termodinamicamente mas estable) o ambas (p.g;j., los comprimidos de un polimorfo son mas susceptibles
de degradacion a alta humedad). Las diferentes propiedades fisicas de los polimorfos pueden afectar a su
procesamiento. Por ejemplo, podria ser mas probable que un polimorfo forme solvatos, o podria ser mas dificil filtrar
o lavar las impurezas que otro debido, por ejemplo, a la forma o distribucion de tamafios de las particulas del mismo.

Los polimorfos de una molécula pueden obtenerse mediante una serie de procedimientos conocidos en la materia.
Tales procedimientos incluyen, pero sin limitacion, recristalizacion en estado fundido, enfriamiento en estado
fundido, recristalizacion en disolvente, desolvatacion, evaporacion rapida, enfriamiento rapido, enfriamiento lento,
difusién de vapor y sublimacion. Los polimorfos pueden detectarse, identificarse, clasificarse y caracterizarse usando
técnicas bien conocidas tales como, pero sin limitacion, calorimetria de barrido diferencial (DSC), termogravimetria
(TGA), difractometria de rayos X de polvo (XRPD), difractometria de rayos X monocristalina, espectroscopia
vibracional, calorimetria en solucidén, resonancia magnética nuclear en estado sdélido (RMN), espectroscopia
infrarroja (IR), espectroscopia de Raman, microscopia éptica de platina caliente, microscopia de barrido electrénico
(SEM), cristalografia y analisis cuantitativo electronico, analisis de tamafo de particula (PSA), andlisis de area
superficial y tasa de disolucion.

Como se usa en la presente memoria para hacer referencia a los espectros o datos presentados en forma grafica
(p-€j., espectros de XRPD, IR, Raman y RMN), y a menos que se indique otra cosa, el término “pico” hace referencia
a un pico u otro rasgo especial que un especialista en la materia reconoceria como no atribuible al ruido de fondo. El
término “picos significativos” hace referencia a picos de al menos el tamafio mediano (p.ej. altura) de los demas
picos del espectro o datos, o al menos 1,5, 2 0 2,5 veces el tamafio mediano de los demas picos del espectro o
datos.

Como se usa en la presente memoria y a menos que se indique ofra cosa, el término “sustancialmente puro”,
cuando se usa para describir un polimorfo de un compuesto, significa una forma sdlida del compuesto que
comprende ese polimorfo y estd sustancialmente exento de otros polimorfos del compuesto. Un polimorfo
sustancialmente puro representativo comprende mas de aproximadamente un 80 % en peso de una forma
polimérfica del compuesto y menos de aproximadamente un 20 % en peso de otras formas polimoérficas del
compuesto, mas preferiblemente mas de aproximadamente un 90 % en peso de una forma polimérfica del
compuesto y menos de aproximadamente un 10 % de otras formas polimérficas del compuesto, aun mas
preferiblemente mas de aproximadamente un 95 % en peso de una forma polimérfica del compuesto y menos de
aproximadamente un 5 % en peso de otras formas polimérficas del compuesto, y lo mas preferiblemente mas de
aproximadamente un 97 % en peso de una forma polimoérfica del compuesto y menos de aproximadamente un 3 %
en peso de otras formas polimoérficas del compuesto.

5.2. FORMAS POLIMORFICAS

Esta invencion esta dirigida a una forma polimérfica de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona,
que tiene la estructura mostrada a continuacion:
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Este compuesto puede prepararse segun los procedimientos descritos en las patentes de EE.UU. n° 6.281.230 y
5.635.517. Por ejemplo, el compuesto puede prepararse mediante hidrogenacion catalitica de 3-(4-nitro-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La 3-(4-nitro-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona puede
obtenerse dejando reaccionar cloruro de 2,6-dioxopiperidin-3-amonio con 2-bromometil-4-nitrobenzoato de metilo en
dimetilformamida en presencia de trietilamina. El 2-bromometil-4-nitrobenzoato de metilo se obtiene a su vez a partir
del correspondiente éster metilico de acido nitro-orto-toluico mediante bromacién convencional con N-
bromosuccinimida bajo la influencia de la luz.

Los polimorfos de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona pueden obtenerse mediante técnicas
conocidas en la materia, incluyendo recristalizacion en disolvente, desolvatacion, difusion de vapor, evaporacion
rapida, evaporacion lenta, enfriamiento rapido y enfriamiento lento. Los polimorfos pueden elaborarse disolviendo
una cantidad pesada de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona en diversos disolventes a
temperaturas elevadas. Las soluciones del compuesto pueden filtrarse entonces y dejarse evaporar en un vial
abierto (para evaporacion rapida en caliente) o en un vial cubierto con lamina de aluminio que contiene
perforaciones (evaporacion lenta en caliente). Los polimorfos pueden obtenerse también a partir de suspensiones.
Los polimorfos pueden cristalizarse a partir de soluciones o suspensiones usando varios procedimientos. Por
ejemplo, una solucién creada a una temperatura elevada (p.ej. 60 °C) puede filtrarse rapidamente y dejarse enfriar
entonces a temperatura ambiente. Una vez a temperatura ambiente, la muestra que no cristalizé puede trasladarse
a una nevera y entonces filirarse. Como alternativa, las soluciones pueden enfriarse aceleradamente disolviendo el
soélido en un disolvente a una temperatura aumentada (p.ej., 45-65 °C) seguido de enfriamiento en un bafio de hielo
seco/disolvente.

Se divulga en la presente memoria la forma A de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La
forma A es un material cristalino no solvatado que puede obtenerse a partir de sistemas disolventes no acuosos.
Una realizacion de la invenciéon engloba la forma B de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona.
La forma B es un material cristalino hemihidratado que puede obtenerse a partir de diversos sistemas disolventes.
Se divulga también en la presente memoria la forma C de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-
diona. La forma C es un material cristalino hemisolvatado que puede obtenerse a partir de disolventes tales como,
pero sin limitacion, acetona. Se divulga también en la presente memoria la forma D de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La forma D es un polimorfo cristalino solvatado preparado a partir de una
mezcla de acetonitrilo y agua. Se divulga también en la presente memoria la forma E de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La forma E es un material cristalino dihidratado. Se divulga también en la
presente memoria la forma F de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La forma F es un
material cristalino no solvatado que puede obtenerse a partir de la deshidratacion de la forma E. Se divulga también
en la presente memoria la forma G de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La forma G es un
material cristalino no solvatado que puede obtenerse a partir de la suspension de las formas B y E en un disolvente
tal como, pero sin limitacion, tetrahidrofurano (THF). Se divulga también en la presente memoria la forma H de 3-(4-
amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. La forma H es un material cristalino parcialmente hidratado
que puede obtenerse exponiendo la forma E a 0 % de humedad relativa. Cada una de estas formas se discute con
detalle a continuacion.

Otra realizacion de la invencion engloba una composicion que comprende 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-
il)piperidin-2,6-diona amorfa y 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona cristalina de forma B.
Composiciones especificas pueden comprender mas de aproximadamente 50, 75, 90 o 95 % en peso de 3-(4-
amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona cristalina.

Otra realizacion de la invencion engloba una composiciéon que comprende al menos dos formas cristalinas de 3-(4-
amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona (p.e€j., una mezcla de las formas polimoérficas B y E).

5.2.1 FORMA A (referencia)
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Los datos descritos en la presente memoria para la forma A, asi como para las formas B-H, se obtuvieron usando
los procedimientos experimentales descritos en los ejemplos 6.3-6.7, proporcionados a continuacion.

La forma A puede obtenerse a partir de diversos disolventes incluyendo, pero sin limitacion, 1-butanol, acetato de
butilo, etanol, acetato de etilo, metanol, metiletiicetona y THF. La Figura 1 muestra un patron de XRPD
representativo de la forma A. El patrén se caracteriza por picos, preferiblemente picos significativos, a
aproximadamente 8, 14,5, 16, 17,5, 20,5, 24 y 26 grados 26. Se proporcionan espectros IR y de Raman
representativos en las Figuras 2 y 3.

Se muestran las caracteristicas térmicas representativas de la forma A en la Figura 4. Los datos de TGA muestran
un pequefo aumento de peso hasta aproximadamente 150 °C, indicando un material no solvatado. La pérdida de
peso por encima de 150 °C se atribuye a descomposicién. La curva de DSC de la forma A exhibe una endotermia a
aproximadamente 270 °C.

Se representan los datos de absorcion y desorcion de humedad representativos en la Figura 5. La forma A no
exhibe una ganancia de peso significativa de 5 a 95 % de humedad relativa. Puede obtenerse el equilibrio en cada
etapa de humedad relativa. A medida que la forma se seca de 95 % de vuelta a 5 % de humedad relativa, tiende a
mantener su peso, de tal modo que a 5 % de humedad relativa ha perdido tipicamente solo aproximadamente un
0,003 % en peso del inicio al final. La forma A es capaz de permanecer como un sélido cristalino durante
aproximadamente 11 dias cuando se almacena a aproximadamente 22, 45, 58 y 84 % de humedad relativa.

Los estudios de interconversion muestran que la forma A puede convertirse en la forma B en sistemas disolventes
acuosos Yy puede convertirse en la forma C en sistemas disolventes de acetona. La forma A tiende a ser estable en
sistemas disolventes anhidros. En sistemas acuosos y en presencia de forma E, la forma A tiende a convertirse en la
forma E.

Cuando se almacena durante un periodo de aproximadamente 85 dias en dos condiciones diferentes de estrés de
temperatura/humedad relativa (temperatura ambiente/0 % de humedad relativa (HR) y 40 °C/93 % de HR), la forma
A tipicamente no se convierte en una forma diferente.

En suma, la forma A es un sdlido cristalino no solvatado que funde a aproximadamente 270 °C. La forma A es
débilmente o nada higroscdpica y parece ser el polimorfo anhidro mas termodinamicamente estable de 3-(4-amino-
1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona descubierto hasta ahora.

5.2.2 FORMA B

La forma B puede obtenerse a partir de muchos disolventes incluyendo, pero sin limitacion, hexano, tolueno y agua.
La Figura 6 muestra un patrén de XRPD representativo de la forma B, caracterizado por picos a aproximadamente
16, 18, 22 y 27 grados 26.

La RMN de protdn en solucion confirma que la forma B es una forma de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihodroisoindol-2-
il)piperidin-2,6-diona. Se muestran los espectros IR y de Raman representativos en las Figuras 7 y 8,
respectivamente. En comparacion con la forma A, el espectro IR para la forma B tiene picos a aproximadamente
3513y 1960 cm™.

Los datos de DSC y TGA representativos para la forma B se muestran en la Figura 9. La curva de DSC exhibe
endotermias a aproximadamente 146 y 268 °C. Estos eventos se identifican como deshidratacion y fusion por
experimentos de microscopia de platina caliente. La forma B pierde tipicamente aproximadamente un 3,1 % de
volatiles hasta aproximadamente 175 °C (por aproximadamente 0,46 moles de agua). La comparacion del espectro
IR de los volatiles con el del agua indica que son agua (véase la Figura 10). Los calculos a partir de los datos de
TGA indican que la forma B es un hemihidrato. El analisis de agua de Karl Fischer apoya también esta conclusion.

Se muestran datos de absorcion y desorcion de humedad representativos en la Figura 11. La forma B tipicamente
no exhibe una ganancia de peso significativa de 5 a 95 % de humedad relativa, cuando se obtiene equilibrio en cada
etapa de humedad relativa. A medida que la forma B se seca desde 95 % de vuelta a 5 % de humedad relativa,
tiende a mantener su peso, de tal modo que a 5 % de humedad relativa tipicamente ha ganado solo
aproximadamente un 0,022 % en peso (aproximadamente 0,003 mg) desde el inicio hasta el final. La forma B no se
convierte en una forma diferente tras exposicion a aproximadamente 84 % de humedad relativa durante
aproximadamente diez dias.
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Los estudios de interconversion muestran que la forma B se convierte tipicamente en la forma A en un sistema
disolvente de THF, y se convierte tipicamente en la forma C en un sistema disolvente de acetona. En sistemas
disolventes acuosos tales como agua pura y soluciones acuosas al 10 %, la forma B es la mas estable de las formas
polimérficas de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Sin embargo, puede convertirse en la
forma E en presencia de agua. Los experimentos de desolvatacion muestran que, tras calentamiento a
aproximadamente 175 °C durante aproximadamente 5 minutos, la forma B se convierte tipicamente en la forma A.

Cuando se almacena durante un periodo de aproximadamente 85 dias en dos condiciones diferentes de estrés de
temperatura/humedad relativa (temperatura ambiente/0 % de HR y 40 °C/93 % de HR), la forma B no se convierte
en una forma diferente.

En suma, la forma B es un sélido cristalino hemihidratado que se funde a aproximadamente 267 °C. Los estudios de
interconversion muestran que la forma B se convierte en la forma E en sistemas disolventes acuosos y se convierte
en otras formas en acetona y otros sistemas anhidros.

5.2.3 FORMA C (Referencia)

La forma C puede obtenerse a partir de evaporaciones, suspensiones y enfriamientos lentos en sistemas disolventes
de acetona. Se muestra un patron de XRPD representativo de esta forma en la Figura 12. Los datos se caracterizan
por picos a aproximadamente 15,5 y 25 grados 26.

La RMN de protén en solucion indica que la molécula de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona
esta intacta. Se muestran espectros IR y de Raman representativos en las Figuras 13 y 14, respectivamente. El
espectro IR de la forma C se caracteriza por picos a aproximadamente 3466, 3373 y 3318 cm™'. El espectro de
Raman de la forma C se caracteriza por picos a aproximadamente 3366, 3321, 1101 y 595 cm-.

Se representan las caracteristicas térmicas representativas de la forma C en la Figura 15. La forma C pierde
aproximadamente un 10,02 % de volatiles hasta aproximadamente 175 °C, indicando que es un material solvatado.
La pérdida de peso por encima de aproximadamente 175 °C se atribuye a la descomposicion. La identificacion de
volatiles en la forma C puede lograrse con experimentos de TG-IR. El espectro IR representativo capturado después
de varios minutos de calentamiento, como se expresa en la Figura 13, cuando se compara con una coleccion de
espectros, muestra que la acetona es la mejor coincidencia. Los calculos a partir de los datos de TGA muestran que
la forma C es un hemisolvato (aproximadamente 0,497 moles de acetona). La curva de DSC para la forma C,
mostrada en la Figura 15, exhibe endotermias a aproximadamente 150 y aproximadamente 269 °C. La endotermia a
aproximadamente 150 °C se atribuye a una pérdida de disolvente basandose en las observaciones realizadas
durante los experimentos de microscopia en platina caliente. La endotermia a aproximadamente 269 °C se atribuye
al estado fundido basandose en experimentos en platina caliente.

Se muestran datos de equilibrio de absorcién y desorcion de humedad representativos en la Figura 17. La forma C
no exhibe una ganancia de peso significativa de 5 a 85 % de humedad relativa, cuando se obtiene equilibrio en cada
etapa de humedad relativa, hasta un 85 % de humedad relativa. Al 95 % de humedad relativa, la forma C
experimenta una pérdida de peso significativa de aproximadamente un 6,03 %. A medida que la muestra se seca de
95 % de vuelta a 5 % de humedad relativa, la muestra mantiene el peso conseguido al final de la fase de adsorcién
en cada etapa hasta 5 % de humedad relativa. La forma C es capaz de convertirse en la forma B cuando se
almacena a aproximadamente un 84 % de humedad relativa durante aproximadamente 10 dias.

Los estudios de interconversion muestran que la forma C se convierte tipicamente en la forma A en un sistema
disolvente de THF y se convierte tipicamente en la forma E en un sistema disolvente acuoso. En un sistema
disolvente de acetona, la forma C es la forma mas estable de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-
diona. Los experimentos de desolvatacion efectuados en la forma C muestran que, tras calentamiento a
aproximadamente 150 °C durante aproximadamente 5 minutos, la forma C se convertira tipicamente en la forma A.

En suma, la forma C es un sdlido cristalino hemisolvatado que funde a aproximadamente 269 °C. La forma C es no
higroscopica por debajo de aproximadamente un 85 % de HR, pero puede convertirse en la forma B a humedades
relativas mayores.

5.2.4 FORMA D (Referencia)

La forma D puede obtenerse a partir de evaporacion en sistemas disolventes de acetonitrilo. Se muestra un patrén
de XRPD representativo de la forma en la Figura 18. El patréon se caracteriza por picos a aproximadamente 27 y 28
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grados 26.

La RMN de protén en solucion indica que la molécula de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona
esta intacta. Se muestran espectros IR y de Raman representativos en las Figuras 19 y 20, respectivamente. El
espectro IR de la forma D se caracteriza por picos a aproximadamente 3509, 2299 y 2256 cm™'. El espectro de
Raman de la forma D se caracteriza por picos a aproximadamente 2943, 2889, 2297, 2260, 1646 y 1150 cm™".

Se representan las caracteristicas térmicas representativas de la forma D en la Figura 21. La forma D pierde
aproximadamente un 6,75 % de volatiles hasta aproximadamente 175 °C, indicando un material solvatado. La
pérdida de peso por encima de aproximadamente 175 °C se atribuye a descomposicion. Los experimentos de TG-IR
indican que los volatiles son agua y acetonitrilo. Los calculos a partir de los datos de TG muestran que esta presente
en la muestra aproximadamente 1 mol de agua. Una curva de DSC representativa para la forma D exhibe
endotermias a aproximadamente 122 y aproximadamente 270 °C. La endotermia a aproximadamente 122 °C se
atribuye a la pérdida de volatiles basandose en las observaciones realizadas durante experimentos de microscopia
de platina caliente. La endotermia a aproximadamente 270 °C se atribuye al estado fundido basandose en
experimentos de platina caliente.

Se representan los datos de absorcion y desorcién de humedad representativos en la Figura 22. La forma D no
exhibe una ganancia de peso significativa de 5 a 95 % de humedad relativa cuando se obtiene equilibrio en cada
etapa de humedad relativa. A medida que la forma se seca de 95 % de vuelta a 5 % de humedad relativa, mantiene
su peso, de tal modo que a 5 % de humedad relativa la forma ha ganado tipicamente solo aproximadamente un 0,39
% de peso (aproximadamente 0,012 mg) desde el inicio hasta el final. La forma A es capaz de convertirse en la
forma B cuando se almacena a aproximadamente 84 % de humedad relativa durante aproximadamente 10 dias.

Los estudios de interconversién muestran que la forma D es capaz de convertirse en la forma A en un sistema
disolvente de THF, en la forma E en un sistema disolvente acuoso y en la forma C en un sistema disolvente de
acetona. Los experimentos de desolvatacion efectuados en la forma D muestran que, tras calentamiento a
aproximadamente 150 °C durante aproximadamente 5 minutos, la forma D se convertira tipicamente en la forma A.

En suma, la forma D es un sodlido cristalino solvatado tanto con agua como acetonitrilo, que funde a
aproximadamente 270 °C. La forma D es débilmente o nada higroscopica, pero se convertira tipicamente en la forma
B cuando se estrese a humedades relativas mayores.

5.2.5 FORMA E (Referencia)

La forma E puede obtenerse suspendiendo 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona en agua y
por evaporacion lenta de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona en un sistema disolvente con
una relacion de aproximadamente 9:1 de acetona:agua. Se muestra un patrén de XRPD representativo en la Figura
23. Los datos se caracterizan por picos a aproximadamente 20, 24,5 y 29 grados 26.

Se representan las caracteristicas térmicas representativas de la forma E en la Figura 24. La forma E pierde
tipicamente aproximadamente un 10,58 % de volatiles hasta aproximadamente 125 °C, indicando que es un material
solvatado. Se observé una segunda pérdida de peso de aproximadamente un 1,38 % adicional entre
aproximadamente 125 y aproximadamente 175 °C. La pérdida de peso por encima de aproximadamente 175 °C se
atribuye a la descomposicion. Los experimentos de Karl Fischer y TG-IR apoyan la conclusién de que la pérdida de
peso de volatiles en la forma E es debida a agua. La curva de DSC representativa para la forma E exhibe
endotermias a aproximadamente 99, 161 y 269 °C. Basandose en las observaciones realizadas durante
experimentos de microscopia de platina caliente, las endotermias a aproximadamente 99 y aproximadamente 122 °C
se atribuyen a la pérdida de volatiles. La endotermia a aproximadamente 269 °C se atribuye al estado fundido
basandose en experimentos de platina caliente.

Se representan los datos de absorcion y desorcion de humedad representativos en la Figura 25. La forma E
tipicamente no exhibe un cambio de peso significativo de 5 a 95 % de humedad relativa cuando se obtiene equilibrio
en cada etapa de humedad relativa. A medida que la muestra se seca de 95 % de vuelta a 5 % de humedad relativa,
la muestra continila manteniendo el peso, de tal modo que a 5 % de humedad relativa la muestra ha perdido solo
aproximadamente un 0,0528 % en peso desde el inicio hasta el final.

Los estudios de interconversion muestran que la forma E puede convertirse en la forma C en un sistema disolvente
de acetona y en la forma G en un sistema disolvente de THF. En sistemas disolventes acuosos, la forma E parece
ser la forma mas estable. Los experimentos de desolvatacion efectuados en la forma E muestran que, tras
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calentamiento a aproximadamente 125 °C durante aproximadamente 5 minutos, la forma E puede convertirse en la
forma B. Tras calentamiento a 175 °C durante aproximadamente 5 minutos, la forma B puede convertirse en la forma
F.

Cuando se almacena durante un periodo de 85 dias bajo dos condiciones diferentes de estrés de
temperatura/humedad relativa (temperatura ambiente/0 % de HR y 40 °C/93 % de HR), la forma E tipicamente no se
convierte en una forma diferente. Cuando se almacena durante 7 dias a temperatura ambiente/0 % de HR, la forma
E puede convertirse en una nueva forma, la forma H.

5.2.6 FORMA F (Referencia)

La forma F puede obtenerse mediante deshidratacion completa de la forma E. Un patron de XRPD representativo de
la forma F, mostrado en la Figura 26, se caracteriza por picos a aproximadamente 19, 19,5y 25 grados 26.

Se muestran las caracteristicas termales representativas de la forma A en la Figura 27. La curva de DSC
representativa para la forma F exhibe una endotermia a aproximadamente 269 °C precedida directamente por dos
endotermias menores indicativas de una forma cristalizada de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-
diona. El termograma de DSC no muestra ningun evento térmico antes de la fusioén, sugiriendo que es un material
no solvatado.

5.2.7 FORMA G (Referencia)

La forma G puede obtenerse suspendiendo las formas B y E en THF. Un patron de XRPD representativo de esta
forma, mostrado en la Figura 28, se caracteriza por un pico a aproximadamente 23 grados 26. Aparecen otros dos
picos unicos de la forma G a aproximadamente 21 y 24,5 grados 26.

Se representan las caracteristicas térmicas representativas de la forma G en la Figura 29. Una curva de DSC
representativa para la forma G exhibe una endotermia a aproximadamente 248 °C seguida de una pequefia
endotermia amplia a aproximadamente 267 °C. No se ven eventos térmicos en el termograma de DSC a
temperaturas menores, sugiriendo que es un material no solvatado.

5.2.8 FORMA H (Referencia)

La forma H puede obtenerse almacenando la forma E a temperatura ambiente y 0 % de HR durante
aproximadamente 7 dias. Se muestra un patrén de XRPD representativo en la Figura 30. El patrén se caracteriza
por un pico a 15 grados 26, y otros dos picos a 26 y 31 grados 26.

Se muestran las caracteristicas térmicas representativas en la Figura 31. La forma H pierde aproximadamente un
1,67 % de volatiles hasta aproximadamente 150 °C. La pérdida de peso por encima de aproximadamente 150 °C se
atribuye a descomposicion. Los datos de Karl Fischer muestran que la forma H contiene tipicamente
aproximadamente un 1,77 % de agua (aproximadamente 0,26 moles), sugiriendo que la pérdida de peso vista en el
TG es debida a deshidratacion. El termograma de DSC muestra una endotermia amplia a entre aproximadamente
50 y aproximadamente 125 °C, correspondiente a la deshidratacién de la forma H, y una endotermia brusca a
aproximadamente 269 °C, que es probablemente debida a una fusion.

Cuando se suspende en agua con las formas A o B, después de aproximadamente 14 dias, la forma H puede
convertirse en la forma E. Cuando se suspende en THF, la forma H puede convertirse en la forma A. cuando se
suspende en acetona, la forma H puede convertirse en la forma C.

En suma, la forma H es un sdlido cristalino, hidratado con aproximadamente 0,25 moles de agua, que funde
aproximadamente a 269 °C.

5.3 PROCEDIMIENTOS DE USO Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

El polimorfo de la invencion exhibe caracteristicas fisicas que son beneficiosas para la fabricaciéon, almacenamiento
o uso de farmacos. El polimorfo de la invencion tiene utilidad como ingrediente farmacéuticamente activo o
intermedios del mismo.

Esta invencion engloba el polimorfo para uso en procedimientos de tratamiento y prevencion de una amplia variedad
de enfermedades y afecciones que usan el polimorfo de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona.
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En cada uno de los procedimientos, se administra una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva del
compuesto a un paciente necesitado de dicho tratamiento o prevencion. Los ejemplos de tales enfermedades y
afecciones incluyen, pero sin limitacion, enfermedades asociadas a angiogénesis indeseada, cancer (p.€j., tumores
sélidos y de origen sanguineo), enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias y enfermedades
inmunitarias. Los ejemplos de canceres y afecciones precancerosas incluyen aquellos descritos en las patentes de
EE.UU. n° 6.281.230 y 5.635.517 de Muller et at. y en diversas solicitudes de patente de EE.UU. de Zeldis,
incluyendo las solicitudes de n° 10/411.649, presentada el 11 de abril de 2003 (Tratamiento de sindrome
mielodisplasico); 10/438.213, presentada el 15 de mayo de 2003 (Tratamiento de diversos tipos de cancer);
10/411.656, presentada el 11 de abril de 2003 (Tratamiento de enfermedades mieloproliferativas). Se describen
ejemplos de otras enfermedades y trastornos que pueden tratarse o prevenirse usando las composiciones de la
invencion en las patentes de EE.UU. n° 6.235.756 y 6.114.335 de D'Amato y en otras solicitudes de patente de
EE.UU. de Zeldis, incluyendo 10/693.794, presentada el 23 de octubre de 2003 (Tratamiento de sindrome de dolor)
y 10/699.154, presentada el 30 de octubre de 2003 (Tratamiento de degeneracién macular).

Dependiendo de la enfermedad para tratar y de la condicion del sujeto, los polimorfos de la invencidon pueden
administrarse por las vias de administracion oral, parenteral (p.ej., intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, ICV,
inyeccion o infusion intracisternal, inyeccion subcutanea o implantacion), pulverizador de inhalacion, nasal, vaginal,
rectal, sublingual o tépica y pueden formularse, solos o conjuntamente, en formulaciones de dosificacion unitaria
adecuadas que contienen portadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables no toxicos
convencionales apropiados para cada via de administracion. Debido a que los polimorfos individuales tienen
diferentes propiedades de disolucién, estabilidad y otras, el polimorfo 6ptimo usado en los procedimientos de
tratamiento puede depender de la via de administracion. Por ejemplo, se usan preferiblemente las formas que son
facilmente solubles en soluciones acuosas para proporcionar formas de dosificacion liquidas, mientras que las
formas que exhiben una gran estabilidad térmica pueden preferirse en la fabricacion de formas de dosificacion
solidas (p.ej., comprimidos y capsulas).

Aunque las caracteristicas térmicas de los polimorfos, en algunos casos, pueden afectar a su biodisponibilidad, las
cantidades de polimorfos que son terapéutica y profilacticamente efectivas en el tratamiento de diversas
enfermedades de afecciones pueden determinarse facilmente por los especialistas en la materia de las técnicas
farmacéuticas o médicas. En ciertas realizaciones de la invencién, se administra un polimorfo por via oral y en dosis
diarias individuales o divididas en una cantidad de aproximadamente 0,10 a aproximadamente 150 mg/dia, o de
aproximadamente 5 a aproximadamente 25 mg/dia. En otras realizaciones, se administra un polimorfo cada dos dias
en una cantidad de aproximadamente 0,10 a aproximadamente 150 mg/dia, o de aproximadamente 5 a
aproximadamente 25 mg/dia.

La invencion engloba composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion unitaria individuales que pueden usarse
en procedimientos de tratamiento y prevencion, que comprenden uno o mas polimorfos de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona y opcionalmente uno o mas excipientes o diluyentes. Las composiciones y
formas de dosificacion especificas se divulgan en diversas patentes y solicitudes de patente. En una realizacion, una
forma de dosificacion individual comprende un polimorfo en una cantidad de aproximadamente 5, 10, 25 o 50 mg.

6. EJEMPLOS

6.1 CRIBADO DE POLIMORFOS

Se llevé a cabo un cribado de polimorfos para generar las diferentes formas sélidas de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona como sigue.

Se trat6 una muestra pesada de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona (habitualmente
aproximadamente 10 mg) con alicuotas del disolvente de prueba. Los disolventes eran de pureza de reactivo o
HPLC. Las alicuotas eran habitualmente de aproximadamente 200 pl. Entre adiciones, se agité o sometid a
sonicacion habitualmente la mezcla. Cuando se disolvieron los sélidos, como se juzga por inspeccion visual, se
calcularon las solubilidades estimadas. Se estimaron las solubilidades a partir de estos experimentos basandose en
el disolvente total usado para proporcionar una solucion. Las solubilidades reales pueden ser mayores que las
calculadas debido al uso de alicuotas de disolvente demasiado grandes o a una tasa de disolucion lenta.

Se crearon las muestras generando soluciones (habitualmente de aproximadamente 30 mg en 20 ml) a

temperaturas elevadas, filtrando y dejando que la solucion se evapore en un vial abierto (evaporacion rapida en
caliente) o en un vial cubierto con lamina de aluminio que contiene perforaciones (evaporacion lenta en caliente).
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Se efectuaron también experimentos de suspension. Se dispusieron habitualmente 25 mg de sdélido en 3 0 5 ml de
disolvente. Se dispusieron entonces las muestras en agitadores orbitales a temperatura ambiente o 40 °C durante 4-
10 dias.

Se efectuaron las cristalizaciones usando diversos procedimientos de enfriamiento. Se disolvié el sélido en un
disolvente a una temperatura elevada (p.ej., aproximadamente 60 °C), se filtré rapidamente y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Una vez a temperatura ambiente, se trasladaron las muestras que no cristalizaron a una
nevera. Se retiraron los solidos por filtracién y decantacion y se dejaron secar al aire. Se efectuaron enfriamientos
acelerados disolviendo sélido en un disolvente a una temperatura aumentada (p.ej., aproximadamente 45- 65° C)
seguido de enfriamiento en un bafio de hielo seco/acetona.

Se efectuaron los estudios de higroscopicidad disponiendo porciones de cada polimorfo en una camara a 84 % de
humedad relativa durante aproximadamente una semana.

Se llevaron a cabo estudios de desolvatacion calentando cada polimorfo en una estufa a 70 °C durante
aproximadamente una semana.

Se llevaron a cabo experimentos de interconversion elaborando suspensiones que contienen dos formas en un
disolvente saturado. Se agitaron las suspensiones durante aproximadamente 7-20 dias a temperatura ambiente. Se
recuperaron los sélidos insolubles por filtracion y se analizaron usando XRPD.

6.2 PREPARACION DE FORMAS POLIMORFICAS

Se prepararon ocho formas sélidas de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-dione como se describe
a continuacion.

Se obtuvo la forma A por cristalizacion a partir de diversos disolventes no acuosos, incluyendo 1-butanol, acetato de
butilo, etanol, acetato de etilo, metanol, metiletilcetona y tetrahidrofurano. Se obtuvo también la forma B por
cristalizacion a partir de los disolventes hexano, tolueno y agua. Se obtuvo la forma C a partir de evaporaciones,
suspensiones y enfriamientos lentos en sistemas disolventes de acetona. Se obtuvo la forma D a partir de
evaporaciones en sistemas disolventes de acetonitrilo. Se obtuvo la forma E lo mas facilimente suspendiendo 3-(4-
amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona en agua. Se obtuvo la forma F por desolvatacion completa de
la forma E. Se encuentra que es un material cristalino no solvatado que funde aproximadamente a 269 °C. Se
obtuvo la forma G suspendiendo las formas B y E en THF. Se obtuvo la forma H estresando la forma E a
temperatura ambiente y 0 % de HR durante 7 dias.

6.2.1 SINTESIS DE LOS POLIMORFOS B Y E (Referencia)

La forma B es el polimorfo deseado para el ingrediente farmacéutico activo (APl) de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Esta forma se ha usado en la formulacién de API en producto farmacolégico
para estudios clinicos. Se produjeron tres lotes como mezclas aparentes de los polimorfos en el APl no micronizado
de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona.

Se llevo a cabo el trabajo de desarrollo para definir un proceso que generaria el polimorfo B a partir de esta mezcla
de polimorfos y podria implementarse para controles polimérficos estrictos en los lotes de validacion y la fabricacion
futura de API de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Se efectud la caracterizacion de las
formas polimorficas producidas durante el trabajo por XRPD, DSC, TGA y KF.

Se desarrollo también un proceso para la preparacion a gran escala de la forma E. Se preparé material del polimorfo
E para llevar a cabo una comparacion con el producto farmacolégico polimorfo B en la prueba de disolucion de
capsula de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Se agitaron 150 g de una mezcla de
polimorfos en 3 | de agua a temperatura ambiente durante 48 horas. Se recogi6 el producto por filtracién y se seco a
25 °C durante 24 horas a vacio. Los analisis de XRPD, DSC, TGA, KF y HPLC confirmaron que el material aislado
era polimorfo E.

En un trabajo preliminar, se demostré que agitar una suspension de una mezcla de polimorfos de 3-(4-amino-1-oxo-
1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona con agua a alta temperatura (75 °C) durante un periodo prolongado de
tiempo convertia esta mezcla de polimorfos exclusivamente en la forma B. Se identificaron varios parametros
especificos incluyendo temperatura, volumen de disolvente y parametros de secado (temperatura y vacio). Se
usaron analisis de XRPD, DSC, TGA, KF y HPLC para caracterizar todos los lotes. Después de completar el trabajo
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de optimizacion, se aumenté la escala del proceso a 100-200 g en tres lotes de API. Se llevaron a cabo estudios de
secado a 20°C, 30 °C, 40 °C y 65 °C con un vacio de 150 mm de Hg. Se muestran los resultados en las Tablas 1-5.

Se estudiaron los periodos de enfriamiento y mantenimiento de la suspension de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Los datos de laboratorio experimentales sugieren que el polimorfo B parece
formarse primero, y con el tiempo ocurre el equilibrado a polimorfo E en condiciones de TA, generando por lo tanto
una mezcla de polimorfos B y E. Este resultado apoya el hecho de que el polimorfo B parece ser un producto
cinético, y que el tiempo de procesamiento extendido convierte el material en polimorfo E, dando como resultado
una mezcla de polimorfos By E.

Se desarrollé un procedimiento de laboratorio para producir exclusivamente polimorfo B de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. El procedimiento incluye una suspension acuosa de 10 volumenes agitada a
~75 °C durante 6-24 horas. Se han identificado los siguientes parametros de proceso preferidos:

1. Temperatura de suspension caliente de 70-75 °C.

2. Filtracion de producto de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona a 65-75 °C.

3. Se prefiere el secado a vacio a 60-70 °C para una retirada eficiente del agua no unida de la torta humeda de 3-(4-
amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona.

4. La etapa de filtracion de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona puede ser una operacion
sensible al tiempo. Se prefiere el uso de un equipo de separacién de soélido-liquido eficiente.

5. Periodos de mantenimiento de la torta himeda de agua de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-
diona a KF superiores al 5 % pueden causar el equilibrado cinético del polimorfo B a polimorfos mixtos de E y B.

Se consiguid el secado a KF <4,0 % de agua en ~3 horas (30-70 °C, 152 mm de Hg). Los polimorfos B y E se
distinguian por los niveles de agua medidos por KF y TGA. La muestra de referencia de polimorfo B es API
micronizado. Para hacer una comparacion precisa por XRPD, se molieron ligeramente las muestras antes de
someter al analisis. Esto aumenta la claridad de la identificacién de la forma polimérfica. Se analizaron todas las
muestras por XRPD, DSC, TGA, KF y HPLC.

Tabla 1: Estudios preliminares
Cantidad Condiciones de reaccion Analisis Resultados/conclusion
2g Agua, ta, 48 h XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo E
25g Agua, ta, 48 h XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo E
59 Agua, 70-75°C, 24 hy XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo B

entonces ta 24 h

1g Acetona-agua 9:1, evap. lenta | XRPD, DSC, TGA, KF | Mezcla polimérfica
1g 175 °C 1 h en estufa XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo A
0,5 g (polimorfo A) | Agua, ta, 24 h XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo E
1 g de polimorfo B | Agua, ta, 48 h XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo E
1 g de polimorfo E | Agua, 70-75°C, 24 h XRPD, DSC, TGA, KF | Polimorfo B
1g Suspensioén en heptano XRPD, DSC, TGA, KF | Sin cambios
Tabla 2. Optimizacion de temperatura, tiempo y volumen de disolvente

Cantidad | Cantidad de agua (ml) | Temp. (°C) | Tiempo (h) | Resultados/conclusion

1049 50 75 6 Mezcla

1049 50 75 24 Polimorfo B

1049 100 70 6 Polimorfo B

1049 100 70 14 Polimorfo B

10g 100 70 21 Polimorfo B

1049 100 75 6 Polimorfo B

1049 100 75 24 Polimorfo B

1049 100 75 6 Polimorfo B

1049 100 75 19 Polimorfo B

1049 100 75 14 Polimorfo B

1049 100 75 24 Polimorfo B

59 100 75 18 Polimorfo B

1049 100 80 6 Polimorfo B

1049 100 80 20 Polimorfo B
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1049 200 45 6 Polimorfo B + E
1049 200 45 24 Polimorfo E
1049 200 60 48 Polimorfo B
1049 200 75 6 Mezcla

1049 200 75 24 Polimorfo B
1049 200 75 13 Polimorfo B
1049 200 75 24 Polimorfo B

Se determind que las condiciones éptimas eran 10 voliumenes de disolvente (H20), 70-80 °C durante 6-24 horas.

Tabla 3: Tiempo de mantenimiento

Cantidad Condiciones de | Tiempo de | Temp. de | Resultados/
reaccion mantenimiento (h) mantenimiento (°C) conclusion

59 Agua, 70-75°C,24 h | 24 23-25 Polimorfo B

1 g de | Agua, 70-75°C,24 h | 48 23-25 Polimorfo E

polimorfo

B

2g Agua, 40 ml 16 23-25 Polimorfo E

150 g Agua, 3,01 24 23-25 Polimorfo E

150 g Agua, 3,01 48 23-25 Polimorfo E

1049 Agua, 100 ml, 24 h, | 18 23-25 Polimorfo B
75°C

1049 Agua, 100 ml, 24 h, | 18 40 Polimorfo B
75°C

1049 Agua, 200 ml, 24 h, | 14 -5 Mezcla
75°C

1049 Agua, 200 ml, 24 h, | 14 23-25 Polimorfo E
75°C

1049 Agua, 200 ml, 24 h, | 14 40 Mezcla
75°C

1049 Agua, 100 ml, 24 h, | 21 23-25 Polimorfo E
75°C

1049 Agua, 100 ml, 24 h, | 21 40 Mezcla
75°C

1049 Agua, 100 ml, 14 h, | 2 23-25 Mezcla
75°C

El tiempo de mantenimiento dio resultados mixtos y se determind que el material deberia filtrarse a 60-65 °C y

lavarse el material con 0,5 volimenes de agua caliente (50-60 °C).

Tabla 4: Experimentos de aumento de escala

Cantidad | Cantidad de agua (I) | Temp. (°C) | Tiempo (h) | Resultados/
conclusion
100 g 1,0 75 6 Polimorfo B
100 g 1,0 75 22 Polimorfo B
100 g 1,0 75 6 Polimorfo B
100 g 1,0 75 24 Polimorfo B
100 g 1,0 75 6 Polimorfo B
100 g 1,0 75 22 Polimorfo B

Tabla 5: Estudios de secado

Cantidad | Tiempo de secado (h) | Temp. de secado (°C) | Vacio (mm de Hg) | KF§ (%) | Resultados/
conclusién
100 g 0 - - 3,690 Polimorfo B
100 g 3 30 152 3,452 Polimorfo B
100 g 8 30 152 3,599 Polimorfo B
100 g 0 - - 3,917 Polimorfo B
100 g 5 40 152 3,482 Polimorfo B
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100 g 22 40 152 3,516 Polimorfo B
100 g 3 40 152 3,67 Polimorfo B
100 g 22 40 152 3,55 Polimorfo B

*Condiciones de reaccion: agua 11, 75 °C, 22-24 h; § media de 2 rondas

Los estudios de secado determinaron que el material deberia secarse a 35-40 °C, 125-152 mm de Hg durante 3 a 22
h o hasta que el contenido de agua alcanzara < 4 % p/p.

Para la preparacion a gran escala del polimorfo E (5222-152-B), se cargé un matraz de fondo redondo de 5 | con 3-
(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona (150 g, 0,579 mol) y agua (3000 ml, 20 vol). Se agitd
mecanicamente la mezcla a temperatura ambiente (23-25 °C) durante 48 h bajo atmdsfera de nitrégeno.

Se tomaron muestras después de 24 h y 48 h antes de filtrar la mezcla y secar al aire sobre el filtro durante 1 h. Se
transfirié el material a una bandeja de secado y se sec6 a temperatura ambiente (23-25 °C) durante 24 h. El analisis
de KF en el material secado mostré un contenido de agua del 11,9 %. Se sometié al material a analisis de XRPD,
TGA, DSC y HPLC. El analisis mostré que el material era polimorfo E puro.

Para la preparacion a gran escala de polimorfo B (5274-104), se cargd un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 2
I con 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona (mezcla polimoérfica, 100 g, 0,386 mol) y agua
(1000 ml, 10,0 vol). Se calenté la mezcla a 75 °C durante aproximadamente 30 minutos con agitacion mecanica bajo
atmadsfera de nitrogeno.

Se tomaron muestras después de 6 h y 24 h antes de dejar enfriar la mezcla a 60-65 °C, se filtré y se lavo el material
con agua caliente (50-60 °C) (50 ml, 0,5 vol). Se transfirié el material a una bandeja de secado y se secé a 30 °C,
152 mm de Hg durante 8 h. El analisis de KF en el material secado mostré un contenido de agua del 3,6 %. Después
de moler el material, se sometié6 a analisis de XRPD, TGA, DSC y HPLC. El analisis mostré que el material era
polimorfo B puro. Se muestran los resultados de los andlisis en las Figuras 32-46.

6.3 MEDIDAS DE DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

Se llevaron a cabo analisis de difraccion de rayos X de polvo en un difractometro de rayos X de polvo Shimadzu
XRD-6000 usando radiacion de Cu Ka. El instrumento esta equipado con un tubo de rayos X de foco fino. Se fijaron
el voltaje y amperaje del tubo a 40 kB y 40 mA, respectivamente. Se fijaron las ranuras de divergencia y difusién a 1°
y se fijo la ranura receptora a 0,15 mm. Se detectd la radiacion difractada por un contador de centelleo de Nal. Se
uso un barrido continuo de teta/2-teta a 3°/min (0,4 s/etapa de 0,02°) desde 2,5 grados 26 a 40 grados 26. Se
analizé un patrén de silicio cada dia para comprobar el alineamiento del producto.

Se llevaron a cabo también los analisis de difraccion de rayos X de polvo usando radiaciéon de Cu Ka en un
difractémetro Inel XRG-3000 equipado con un detector sensible a la posicion curvado. Se recogieron los datos
instantaneamente en un intervalo de teta/2-teta de 120° a una resolucion de 0,03°. Se fijaron el voltaje y la corriente
del tubo a 40 kV y 30 mA, respectivamente. Se analiz6 un patron de silicio cada dia para comprobar el alineamiento
del instrumento. Se muestra en las figuras solo la regién entre los 2,5 y 40 grados 26.

6.4 ANALISIS TERMICOS

Se llevaron a cabo los analisis de TG en un instrumento TA TGA 2050 o 2950. Los patrones de calibracién eran
niquel y alumel. Se dispusieron aproximadamente 5 mg de muestra en una cubeta, se pesaron precisamente y se
insertaron en el horno de TG. Se calentaron las muestras en nitrégeno a una tasa de 10 °C/min, hasta una
temperatura final de 300 o 350 °C.

Se obtuvieron los datos de DSC en un instrumento TA 2920. El patrén de calibracién era indio. Se dispusieron
muestras de aproximadamente 2-5 mg en una cubeta de DSC y se registrd precisamente el peso. Se usaron
cubetas engarzadas con una perforacion para analisis y se calentaron las muestras bajo nitrégeno a una tasa de 10
°C/min, hasta una temperatura final de 350 °C.

Se llevé a cabo microscopia de platina caliente usando una platina caliente Kofler montada en un microscopio Leica.
Se calibro el instrumento usando patrones de USP.

Se utilizé un instrumento TA TGA 2050 con interfaz con un espectrofotdmetro IR con transformada de Fourier
Nicolet modelo 560, equipado con una fuente Globar, divisor de haz XT/KBr y detector de sulfato de triglicina
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deuterado (DTGS) para experimentos de TG-IR. Se calibré la longitud de onda del espectrometro de IR con
poliestireno el dia de uso, mientras que se calibré la TG en temperatura y peso bisemanalmente, usando indio para
la temperatura de calibraciéon. Se pesdé una muestra de aproximadamente 10 mg de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona en una cubeta de aluminio y se calent6 de 25 a 30 °C a 200 °C a una tasa de
20 °C/min con purga de helio. Se obtuvieron espectros IR en serie, representando cada espectro 32 barridos
coafiadidos a una resolucién de 4 cm™'. Se recogieron los espectros con un tiempo de repeticion de 17 segundos. Se
presentan los datos de TG/IR como graficos de Gram-Schmidt y espectros IR ligados al tiempo. Los graficos de
Gram-Schmidt muestran la intensidad IR total frente al tiempo; por ello, los volatiles pueden identificarse en cada
punto temporal. Muestran también cuando se detectan los volatiles. A partir de los graficos de Gram-Schmidt, se
seleccionaron puntos temporales y se presentan los espectros IR de estos puntos temporales en los espectros
ligados apilados. Cada espectro identifica los volatiles que se desprenden en ese punto temporal. Se identificaron
los volatiles a partir de una busqueda en la coleccién espectral en fase de vapor de TGA HR Nicolet. Se presentan
también los resultados de coincidencia con la coleccion para mostrar el vapor identificado.

6.5 MEDIDAS DE ESPECTROSCOPIA

Se adquirieron los espectros Raman en un espectrometro Raman con transformada de Fourier Nicolet modelo 750
utilizando una longitud de onda de excitacion de 1064 nm y aproximadamente 0,5 W de potencia laser de Nd:YAG.
Los espectros representan de 128 a 256 barridos coafiadidos a resolucion de 4 cm™'. Se prepararon las muestras
para analisis disponiendo el material en un contenedor de muestra y colocando ésta en el espectrometro. Se calibré
la longitud de onda del espectrometro usando azufre y ciclohexano en el momento de uso.

Se adquirieron los espectros de IR medio en un espectrometro IR con transformada de Fourier Nicolet modelo 860
equipado con una fuente Globar, divisor de haz XT/KBr y un detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS). Se
utilizé un accesorio de reflectancia difusa de Spectra-Tech, Inc. para muestrear. Cada espectro representa 128
barridos coafiadidos a una resolucion espectral de 4 cm-'. Se adquirié un conjunto de datos de fondo con un espejo
de alineamiento en posicién. Se adquiri® entonces un conjunto de datos de muestra de haz individual.
Posteriormente, se adquirié un espectro de log 1/R (en que R= reflectancia) dividiendo los dos conjuntos de datos
entre si. Se calibro el espectrofotometro (longitud de onda) con poliestireno en el momento de uso.

6.6 MEDIDAS DE ABSORCION/DESORCION DE HUMEDAD

Se recogieron los datos de absorcién/desorcion de humedad en un sistema de equilibrado de humedad VTl SGA-
100. Para las isotemas de absorcion, se us6 un intervalo de absorcion de 5 a 95 % de humedad relativa (HR) y un
intervalo de desorcion de 95 a 5 % de HR en incrementos de 10 % de HR para andlisis. La muestra no se seco
antes del analisis. Los criterios de equilibrio usados para el analisis eran menos de un 0,0100 % en peso de cambio
en 5 minutos, con un tiempo de equilibrado maximo de 3 horas si no se satisfacia el criterio de peso. Los datos no
se corrigieron por el contenido de humedad inicial de las muestras.

6.7 MEDIDAS DE RMN DE PROTON EN SOLUCION

Se recogieron los espectros de RMN no anteriormente resefiados en SSCI, Inc, 3065 Kent Avenue, West Lafayette,
Indiana. Se adquirieron los espectros de RMN-'H en fase de solucion a temperatura ambiente en un espectrometro
Bruker modelo AM. El espectro de RMN-"H representa 128 transientes coafiadidos recogidos con un pulso de 4 us 'y
un tiempo de retardo de relajacion de 5 segundos. Se multiplicé exponencialmente la caida libre de la induccion
(FID) por un factor de amplificacién de linea lorentziana de 0,1 Hz para mejorar la relacién de sefial a ruido. Se
procesé el espectro de RMN utilizando el software GRAMS, version 5.24. Se disolvieron las muestras en
dimetilsulfoxido-ds.

6.8 ESTUDIOS DE DISOLUCION INTRINSECA Y SOLUBILIDAD

Se realizaron experimentos de disolucion intrinseca en forma A (anhidra), forma B (hemihidrato) y forma E
(dihidrato) de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona. Se realizaron experimentos de solubilidad
en equilibrio en las formas A y B. Se analizaron las alicuotas por espectrofotometria ultravioleta-visible, y se
analizaron los solidos restantes de cada experimento por difraccion de rayos X de polvo (XRPD).

6.8.1 PARTE EXPERIMENTAL

6.8.1.1 Disolucién
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Se llevaron a cabo los experimentos de disoluciéon en un aparato de disolucién VanKel VK6010-8 equipado con un
calentador/circulador VK650A. Se us6 un aparato de disolucion intrinseca (aparato de Woods). Se comprimieron las
muestras a 1,5 toneladas métricas (1000 psi) durante 1 min usando el aparato de Woods en una prensa hidraulica,
dando una superficie de muestra de 0,50 cm?. Se usé para cada experimento un medio de disolucion consistente en
900 ml de tampon HCI, pH 1,8, con 1 % de laurilsulfato de sodio. Se desgasificd el medio por filtracion a vacio a
través de un disco de filtro de nailon de 0,22 ym y se mantuvo a 37 °C. Se rot6 el aparato a 50 rpm por cada
experimento. Se filtraron las alicuotas inmediatamente usando filtros de jeringa de nailon de 0,2 ym. En algunos
casos, se recuperaron los sélidos no disueltos y se analizaron por difraccion de rayos X de polvo (XRPD).

6.8.1.2 Solubilidad

Se realizaron experimentos de solubilidad en equilibrio en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 ml
sumergido en un bafio de aceite de temperatura constante mantenido a 25 °C. Se agité una muestra solida de 400-
450 mg en 50 ml de medio de disolucion (tampon HCI, pH 1,8, con 1 % de laurilsulfato de sodio) usando una barra
de agitacion mecanica. Se filtraron las alicuotas usando filtros de jeringa de nailon de 0,22 uym y se diluyeron
inmediatamente 1 ml-=> 50 ml, y entonces 5 ml > 25 ml con medio de disoluciéon en material de vidrio de clase A, a
un factor de dilucion final de 250.

6.8.1.3 Espectrofotometria UV-Vis

Se analizaron soluciones de muestras de disolucién y solubilidad con un espectrofotémetro de haz sencillo Beckman
DU 640. Se utilizaron una cubeta de cuarzo de 1,000 cm y una longitud de onda de analisis de 228,40 nm. Se taro el
detector con una cubeta llenada con medio de disolucion.

6.8.1.4 Difraccion de rayos X de polvo

Se llevaron a cabo los analisis de XRPD en un difractometro de rayos X de polvo Shimadzu XRD-6000 usando
radiacion de Cu Ka. El instrumento esta equipado con un tubo de rayos X de foco fino. Se fijaron la potencia y
amperaje del tubo a 40 kV y 40 mA, respectivamente. Se fijaron las ranuras de divergencia y difusion a 1° y se fijo la
ranura receptora a 0,15 mm. Se detectd la radiacién difractada por un detector de centelleo de Nal. Se usé un
barrido continuo de teta/2-teta a 3°/min (0,4 s/etapa de 0,02°) de 2,5 a 40° 26. Se analizé un patrén de silicio cada
dia para comprobar el alineamiento del instrumento. Se empaquetaron las muestras en un contenedor de aluminio
con insercion de silicona.

6.8.2 RESULTADOS

Se resumen en la Tabla 6 los resultados de estos estudios de solubilidad e intrinsecos. Se realizaron ambos
experimentos de solubilidad como de disoluciéon en un medio de tampén HCI, pH 1,8, que contiene 1 % de
laurilsulfato de sodio. Se encontré que la forma A es inestable en el medio, convirtiéndose en la forma E. Se estimé
que las solubilidades de las formas A, B y E eran de 6,2, 5,8 y 4,7 mg/ml, respectivamente. Se estimé que las tasas
de disolucioén de las formas A, B y E eran de 0,35, 0,34 y 0,23 mg/ml, respectivamente.

6.8.2.1 Desarrollo del procedimiento de espectrofotometria UV-Vis

Se realizé un barrido de UV-Vis del medio de disolucién (con blanco de una cubeta vacia) para identificar cualquier
pico interferente. Estaba presente un pico pequefio a 225 nm como se muestra en la Figura 47.

Se analizaron soluciones de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona a concentraciones variables
por espectrofotometria UV-Vis. Se realiz6 un barrido preliminar de una solucién a 1,0 mg/ml, con el instrumento con
blanco de medio de disolucion. La solucion era altamente absorbente y ruidosa a 200-280 nm, haciendo necesaria la
dilucion.

Se barrié entonces una solucién a 0,04 mg/ml de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona a 200-
300 nm. EIl grafico seguia siendo ruidoso entre 200 y 230 nm, como se muestra en la Figura 48. Se diluyo
adicionalmente la muestra a 0,008 mg/ml. Un barrido de longitud de onda de 200-350 nm para esta muestra mostré
un pico a 228,4 nm sin interferencias, como se muestra en la Figura 49. Por lo tanto, se eligi6é una longitud de onda
de 228,4 nm para analisis de las muestras de solubilidad y disolucion.

Se generd una curva de calibraciéon de seis puntos con patrones de las siguientes concentraciones: 0,001 mg/ml,
0,002 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,010 mg/ml, 0,015 mg/ml y 0,020 mg/ml (Notebook 569-90). Se obtuvo un coeficiente de
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linealidad de R?= 0,9999 como se muestra en la Figura 50.
6.8.2.2 Solubilidad

Se suspendié una muestra consistente en 449,4 mg de forma A en medio de disolucién. El tamafio de particula no
se controld. Se tomaron alicuotas a 7, 15, 30, 60, 90 y 150 min. La concentracion alcanzé 6,0 mg/ml en el primer
punto temporal. La concentracion maxima alcanzada era de 6,2 mg/ml, a los 30 min. A partir de este punto, la
concentracion disminuyo, alcanzando 4,7 mg/ml a los 150 min como en la Figura 51. Se analizaron los sélidos
restantes en el punto temporal final por XRPD y se encontrd que eran forma E como se muestra en la Tabla 7. No
pueden verse en el patrén picos atribuidos a la forma A. Puesto que la concentracion no llegaba a una meseta a 4,7
mg/ml, la solubilidad de la forma E puede ser menor que esta.

Se suspendié una muestra consistente en 401,4 mg de forma B en medio de disolucion. El tamafio de particula no
se controlé. Se tomaron alicuotas a 7, 15, 30, 60, 90, 180, 420 y 650 min. La forma B se disolvia mucho mas
lentamente que la forma A, alcanzando 3,3 mg/ml a los 90 min, La concentracion se estabilizé a 5,6-5,7 mg/ml en los
tres puntos temporales finales como en la Figura 52. Se mostré que los sélidos restantes eran forma B como en la
Tabla 7, sugiriendo que la forma B tiene buena estabilidad en agua.

Se da un resumen de las solubilidades en la Tabla 6. Se muestran las cantidades disueltas en cada punto temporal

enlas Tablas 8y 9.
Tabla 6: Resumen de resultados
Forma Solubilidad | Disoluciéon Disolucion Tasa de
intrinsecan®1 intrinseca n® 2 disolucion
intrinseca media
Forma A 6,2 mg/ml 0,35 0,222 0,292
Forma B (referencia) | 5,8 mg/ml 0,35 0,32 0,34
Forma E (referencia) | 4,7 mg/ml 0,21 0,25 0,23

a. El experimento de disolucién de forma A n° 2 puede haberse convertido en la forma E sobre la superficie del disco,
sesgando hacia abajo la tasa media.

Tabla 7: Detalles experimentales

Experimento Forma final
Forma A comprimida

Forma B comprimida

Solubilidad de la forma A
Solubilidad de la forma B
Disolucién de la forma A
Disolucién de la forma A
Disolucién de la forma B
Disolucioén de la forma B
Disolucioén de la forma E
Disolucién de la forma E

'|oo|m|m (>

>

'imlool

Tabla 8: Solubilidad de la forma A (referencia)

Punto temporal (min) | Concentracién (mg/ml)
7 6,00
15 6,11
30 6,16
60 6,10
90 5,46
150 4,73

Punto temporal (min) | Concentracién (mg/ml)

7 1,63
15 2,14
30 2,33
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60 2,94
90 3,34
180 5,67
420 5,76
650 5,61

6.8.2.3 Disolucion intrinseca

Se comprimieron aproximadamente 200 mg de cada una de las formas A y B en discos en el aparato de Woods
usando 2 toneladas métricas de presion. Se separaron por rascado posteriormente las muestras, se molieron
ligeramente y se analizaron por XRPD. El estudio mostré6 que compresion y molienda no causan que una forma
cambie en ningun caso (véase la Tabla 7).

Se efectuaron dos rondas de disoluciones preliminares. Se fracturaron los discos en cierta medida en ambos
experimentos, comprometiendo el requisito de area superficial constante.

El primer experimento de disolucion intrinseca que siguid estrictamente el capitulo de la USP sobre disolucion
intrinseca utilizé aproximadamente 150 mg de cada una de las formas A y B. Se tomaron 7 alicuotas, empezando a
5 min y terminando a 90 min, para mantener las condiciones de sumidero. El experimento dio como resultado
perfiles de disolucion lineales, con una tasa de 0,35 mg por cm? por minuto para ambas formas. Se realizd el
experimento de la forma E después en las mismas condiciones y se afiadié a la grafica para comparacion (véase la
Figura 53). La tasa de disolucion de la forma E era de 0,21 mg por cm? por minuto, significativamente menor que la
tasa de disolucion de las formas A y B. Esto esta en consonancia con las expectativas basadas en los datos de
solubilidad. La forma cristalina de los solidos restantes no cambiaba en ningun caso.

El segundo experimento utilizé aproximadamente 250 mg de cada una de las formas A y B. Se realizé después el
experimento de la forma E (135 mg) y se afadié a la grafica para comparacion (véase la Figura 54). Se tomaron 9
alicuotas, empezando a 5 min y terminando a 150 min. Las tasas de disolucion eran de 0,22, 0,32 y 0,25 mg por cm?
por minuto, respectivamente, para las formas A, B y E. La tasa de disolucion para la forma A en este experimento
era baja, mientras que las tasas para las formas B y E eran similares a las encontradas en el primer experimento. Se
creia que, en este caso, una capa fina del disco de muestra de forma A puede haberse convertido en forma E tras
exposicién a agua. Esto estd apoyado por la evidencia de la rapida conversién de forma A en forma E en el
experimento de solubilidad. El patron de difraccion de los sélidos no disueltos no indica un cambio de forma. Sin
embargo, el grueso del disco de muestra no se expone a agua. Por lo tanto, se cree que la tasa de disolucion
intrinseca real de la forma A es cercana a 0,35 mg por cm? por minuto. Estaba disponible una cantidad insuficiente
de forma A para repetir el experimento.

Se da un resumen de las tasas de disolucion intrinseca en la Tabla 6. Se resumen las cantidades disueltas en cada
punto temporal en las Tablas 10y 11.

Tabla 10: Resultados del experimento de disolucién intrinseca n° 1

Punto temporal | Forma A? | Forma B® | Forma E?
5 min 5,76 10,80P 2,70

10 min 7,73 6,85 4,13

20 min 11,31 10,25 6,96

30 min 15,59 14,35 9,60

45 min 21,98 20,57 12,57

60 min 27,11 25,70 15,16

90 min 34,17 34,34 20,82

a_ Los resultados se resefian como cantidad acumulada disuelta por area unitaria (mg/cm?)
b, Este punto de datos no se incluye en la grafica puesto que el valor es mayor que los dos siguientes puntos de

datos.
Tabla 11: Resultados del experimento de disolucién intrinseca n° 2
Punto temporal | Forma A? | Forma B? | Forma E?
5 min 4,50 5,04 3,06
10 min 5,22 6,12 4,31
20 min 7,54 7,73 11,40
30 min 11,46 12,72 11,93
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45 min 15,01 17,33 14,72
60 min 18,38 21,93 18,52
90 min 24,38 31,64 26,24
120 min 30,35 41,31 33,56
150 min 35,26 49,54 40,82

a_ Los resultados se resefian como cantidad acumulada disuelta por area unitaria (mg/cm?)

6.9 ANALISIS DE MEZCLAS DE POLIMORFOS

Esta invencion engloba mezclas de diferentes polimorfos. Como ejemplo de referencia, un analisis de difraccion de
rayos X de una muestra de produccion procuré un patron que contenia dos picos pequefios vistos aproximadamente
a 12,6° y 25,8° 20 ademas de aquellos representativos de la forma B. Para determinar la composicion de esa
muestra, se efectuaron las siguientes etapas:

1) emparejamiento del nuevo patron de produccién con formas conocidas junto con excipientes y
contaminantes farmacéuticos comunes;

2) analisis de conglomerados de los picos adicionales para identificar si estd mezclada alguna fase
desconocida con la forma B original;

3) analisis armonico de los picos adicionales para identificar si puede estar presente alguna orientacion
preferida o si puede haber ocurrido algin cambio en el habito cristalino; y

4) indexacion de las células unitarias tanto para la forma B como para la nueva muestra de produccion

para identificar cualquier relacion cristalografica posible.

Basandose en estas pruebas, que pueden adaptarse para el andlisis de cualquier mezcla de polimorfos, se
determiné que la muestra contenia una mezcla de formas polimoérficas By E.

6.10 FORMA DE DOSIFICACION

La Tabla 12 ilustra una formulacién por lotes y formulacion de dosificacion individual para una dosis unitaria

individual de 25 mg de una forma polimorfica de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-3-il)piperidin-2,6-diona.
Tabla 12: Formulacién para una capsula de 25 mg
Material Porcentaje en | Cantidad Cantidad
peso (mg/comprimido) (kg/lote)
Forma polimérfica de  3-(4-amino-1-oxo-1,3- | 40,0 % 25 mg 16,80 kg
dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona
Almiddén de maiz pregelatinizado, NF 59,5 % 37,2 mg 24,99 kg
Estearato de magnesio 0,5 % 0,31 mg 0,21 kg
Total 100,0 % 62,5 mg 42,00 kg

Se pasan los componentes de almidon de maiz pregelatinizado (SPRESS B-820) y la forma polimérfica de 3-(4-
amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona a través de un tamiz (es decir, un tamiz de 710 ym) y se
cargan entonces en un mezclador por difusion con un inserto de deflexiéon y se combinan durante aproximadamente
15 minutos. Se pasa el estearato de magnesio a través de un tamiz (es decir, un tamiz de 210 ym) y se afiade al
mezclador por difusién. Se encapsula entonces la combinaciéon en capsulas usando una maquina de relleno de
capsulas de tipo dosificador.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica o forma de dosificacion unitaria individual que comprende 3-(4-amino-
1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidin-2,6-diona cristalina y opcionalmente uno o mas excipientes o diluyentes,
teniendo dicha 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-il)piperidina-2,6-diona cristalina un patrén de difraccion de
rayos X de polvo que comprende picos a 16, 18, 22 y 27 grados 26.

2. La composicién farmacéutica o forma de dosificacion unitaria individual de la reivindicacién 1 para uso
en un procedimiento de tratamiento o prevencién de una enfermedad seleccionada del grupo consistente en
enfermedades asociadas a angiogénesis indeseada, cancer, enfermedades inflamatorias, enfermedades
autoinmunitarias y enfermedades inmunitarias.

3. La composicion farmacéutica o forma de dosificacion unitaria individual para uso de la reivindicacion 2,
donde la enfermedad es un tumor soélido, un tumor de origen sanguineo, un sindrome mielodisplasico o una
enfermedad mieloproliferativa.

4, La composicion farmacéutica o forma de dosificacidon unitaria individual para uso de las

reivindicaciones 2 o 3, donde el procedimiento implica administrar la 3-(4-amino-1-oxo-1,3-dihidroisoindol-2-
il)piperidin-2,6-diona cristalina por una via de administracion oral, parenteral o sublingual.

20



ES 2718926 T3

PATRON DE XRPD DE LA FORMA A

40

3
2Teta (grados)

Teta-

30

2

15

Fig. 1

21



ES 2718926 T3

ESPECTRO IR DE LA FORMA A

Log(1/R)

1,9
1,8
17

16

1.4
13

1,2

1,5

1,1

3000 2000 1006

Numeros de onda (cm™)

Fig. 2

22




ES 2718926 T3

ESPECTRO DE RAMAN DE LA FORMA A

Intensidad de Raman

2000
Desplazamiento de Raman (cm™)

1000

Fig. 3

23




Peso (%)

Flujo térmico (W/g)

ES 2718926 T3

TGA (ARRIBA) Y DSC (ABAJO) DE LA FORMA A

TGA
105 05
0,3864%
.,(0,01380mg)
100 X
04
954
- 0’2
w-
/_ P et it PO,O
85
!
T . v g Y — 0,2
- 50 100 150 200 300 350
Temperatura (°C)
DSC
of B
o
.4- j
270,26°C
8 y . ¥ e
) S0 100 150 300

Temperatura (°C)

24

Peso deriv. (%/°C)



0,010

0,008 }' ,440-‘———_-0//N\

\ No—f—o—"]

0,006 \\\ ﬁ/.
2 0,004 \ =
% \ =
(&) o
S 0,002 .
S E
2 o000 Tt
(6] X S ..'_
o ) 1 - T ¢ 4 5 6p 7 & @ 140

o’
-0,002 o
®
o
0,004
0,006
' % HR
—O— Adsorcidn

ES 2718926 T3

ISOTERMA DE ABSORCION/DESORCION DE HUMEDAD PARA LA FORMA A

- - - Desorcion

Fig. 5

25



ES 2718926 T3

PATRON DE XRPD DE LA FORMA B

- ——— - -

= T s e e - -t -

e S v . - - - - - o o . e -

= o o e v v o - S A - -

4

Teta-2Teta (grados)

Fig. 6

26



ESPECTRO IR DE LA FORMA B

ES 2718926 T3

Absorbancia

20
19
18

1,7

15
1,4

1.3

3000

2000

Numeros de onda (cm)

1000

Fig. 7

27




ES 2718926 T3
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Intervalo: 1,50-40,00 (grados). Tasa de barrido por etapa: 2,40 grados/mezcla
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PATRON DE XRPD DEL POLIMORFO E

Fichero: Proceso 5222-152-B Forma E
Fecha: 21-05-04. 10:46. Etapa: 0,020°. Tiempo rec.: 0,500 s
Intervalo: 1,50-40,00 (grados). Tasa de barrido por etapa: 2,40 grados/mezcla
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PATRON DE XRPD DE LA MEZCLA DE POLIMORFOS

Fichero: Proceso 5222-162-A
Fecha: 11-06-04. 12:39. Etapa: 0,020°. Tiempo rec.: 0,500 s
Intervalo: 1,50-40,00 (grados). Tasa de barrido por etapa: 2,40 grados/mezcla

Crs
4600

4208 ]
ETTT N
13400_]
1000
2600_]
2288
1000_]
1400_]
1400_]
80
280

I B e AN SR R B u e e e o ey S s e [~
2,0 5,0 $,0 11,8 4,0 im0 28,8 23,0 26,0 29,0 32,0 35,0 %,0

Grados

"

Fig. 36

54




ES 2718926 T3

CURVA DE TGA DEL POLIMORFO B
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CURVA DE TGA DEL POLIMORFO B
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CURVA DE TGA DEL POLIMORFO B

Samphe: $222-167-C
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CURVA DE TGA DEL POLIMORFO E
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CURVA DE TGA DE LA MEZCLA POLIMORFICA
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DSC DEL POLIMORFO B
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DSC DEL POLIMORFO B
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DSC DEL POLIMORFO B
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DSC DE LA MEZCLA POLIMORFICA
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BARRIDO DE UV-VIS DEL MEDIO DE DISOLUCION

Absorbancia
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BARRIDO DE UV-VIS DE SOLUCION 0,04 MG/ML

Absorbancia

0,04 mg/ml en medio de disolucién
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BARRIDO DE UV-VIS DE SOLUCION 0,008 MG/ML

ES 2718926 T3

Absorbancia

0,008 mg/ml en medio de disolucion
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CURVA DE CALIBRACION PARA 3-(4-AMINO-1-OX0-1,3-DIHIDROISOINDOL
-2-IL)PIPERIDIN-2,6-DIONA
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SOLUBILIDAD DE LA FORMA A
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SOLUBILIDAD DE LA FORMA B
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DISOLUCION INTRINSECA DE LAS FORMAS A, BYY E (EXPERIMENTO N © 1)

Cant. acumulada disuelta por

area unitaria

Disolucion intrinseca
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Fig. 53
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DISOLUCION INTRINSECA DE LAS FORMAS A, B'Y E (EXPERIMENTO N ° 2)
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