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COMPUESTO DE PIRIDAZINA CRISTALINO

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporcionan un compuesto cristalino de formula (1) y sus sales y solvatos
para el tratamiento o profilaxis de infecciones por el virus de la hepatitis C (1)

Se proporcionan métodos para hacer y formular el compuesto cristalino (1).
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COMPUESTO DE PIRIDAZINA CRISTALINO
Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis C es un virus ARN con envoltura, monocatenario,
de sentido positivo de la familia Flaviviridae. El VHC se replica principalmente
dentro de los hepatocitos en el higado. Las particulas de VHC circulantes se
enlazan a los receptores sobre la superficie de hepatocitos y posteriormente
entran a las células. Una vez adentro del hepatocito, el VHC utiliza la
magquinaria intracelular necesaria para lograr su propia replicacion. Lindenbach,
B. Nature 436(7053):932-8 (2005). El genoma del VHC es traducido para
producir una proteina sencilla de alrededor de 3011 aminoacidos. Esta
“poliproteina” es entonces procesada proteoliticamente por proteasas virales y

celulares tres proteinas estructurales (asociadas a viriones) y siete proteinas no
estructurales.

El VHC codifica para dos proteasas, la NS2 cisteina autoproteasa y la
NS3-4A serina proteasa. Las proteinas NS luego enganchan el genoma viral
dentro de un complejo de replicacién de ARN, el cual esta asociado con
membranas citoplasmaticas reordenadas. La replicacion de ARN toma lugar via
polimerasa ARN dependiente de ARN viral de NS5B, el cual produce un
intermediario de hebra simple negativa. La hebra de ARN negativa sirve luego
como un modelo para la produccion de nuevos genomas virales de hebra
positiva. Los genomas nacientes pueden entonces ser traducidos,
posteriormente replicados o empaquetados dentro de nuevas particulas de
virus. Las nuevas particulas de virus presumiblemente florecen dentro del
camino secretor y son liberadas en la superficie celular.

El VHC tiene una alta velocidad de replicacion con aproximadamente un
trilldn de particulas producidas cada dia en un individuo infectado. Debido a la
carencia de correccion de pruebas de la ARN polimerasa del VHC, el VHC
tambien tiene una tasa de mutacion excepcionalmente alta, un factor que lo

puede ayudar a eludir la respuesta inmune del hospedero.
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Con base en las diferencias genéticas entre VHC aislados, las especies
de virus de la hepatitis C son clasificadas en seis genotipos (1-6) con varios
subtipos dentro de cada genotipo. Los subtipos son adicionalmente
desglosados en cuasiespecies con base en su diversidad genética. La
preponderancia y distribucién de los genotipos de VHC varia globalmente. Por
ejemplo, en Norteamérica predomina el genotipo 1a seguido por el 1, 2a, 2b y
3a. En Europa es predominante el genotipo 1seguido por el 2a, 2b, 2c y 3a. Los
genotipoé 4 y 5 se encuentran casi exclusivamente en Africa. El genotipo es
clinicamente importante para determinar la respuesta potencial a la terapia
basada en interferones y la duracion requerida de dicha terapia. Los genotipos
1y 4 son menos sensibles al tratamiento basado en interferones que los otros
genotipos (2, 3, 5 y 6). La duracién de una terapia basada en interferones
estandar para los genotipos 1 y 4 es de 48 semanas, mientras que el

tratamiento para los genotipos 2 y 3 se completa en 24 semanas.

La Organizacién Mundial de la Salud estima que entre 170 -200 millones
de personas alrededor del mundo (3% de la poblacion mundial) estan
infectados crénicamente con el VHC. Aproximadamente el 75% de esos
individuos estan infectados cronicamente con ARN de VHC detectable en su
plasma. Estos portadores cronicos estan en riesgo de desarrollar cirrosis y/o
cancer de higédo. En estudios con seguimientos de 7-16 afios, el 7-16% de los
pacientes desarroll6 cirrosis, el 0,7 1,3% desarrollé carcinoma hepatocelular y

el 1,3-3,7% murié de enfermedades relacionadas con el higado.

La Gnica opcién de tratamiento disponible actualmente es el uso de
interferén a-2 (o su forma pegilada) ya sea solo o combinado con ribavirina. Sin
embargo, una respuesta sustancial Unicamente es observada en cerca del 40%
de los pacientes y el tratamiento esta asociado con efectos adversos serios.

Existe por lo tanto una necesidad urgente de inhibidores de VHC potentes y
selectivos.

Las divulgaciones relevantes incluyen las patentes estadounidenses No
4,914,108; 4,988,707, 4,990,518; 5,137,896; 5,208,242; 5,227,384: 5,302,601
5,374,638; 5,405,964; 5,438,063; 5,486,525; 6,479,508 y la publicacion de
patente norteamericana No US2003/0108862 A1, la patente canadiense No.

3

M
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2423800 A1, las patentes alemanas No. 4211474 A1, 4236026, 4309969,
4318813, las patentes europeas No. EP 0 138 552 A2, EP 0 706 795 A2, EP 1
132 381 A1, la patente del Reino Unido No. 2158440 A, las publicaciones de
patentes PCT Nos. WO 00/20416, WO 00/39127, WO 00/40583, WO
03/007945 A1, WO 03/010140 A2, WO 03/010141 A2, WO 93/02080, WO
93/14072, WO 96/11192, WO 96/12703, WO 99/27929, PCT-US2004/43112,
PCT-BE2003/000117, PCT-US2005/26606, Akamatsu, y comparieros, "New
Efficient Route for Solid-Phase Synthesis of Benzimidazole Derivatives", 4:475-
483, J. COMB. CHEM., 2002, Baginski SG y comparieros, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 2000 Jul 5;97(14):7981-6). Cleve y comparieros, "Derivate des
Imidazo[4.5-b]- und Imidazo[4.5-c]pyridins", 747:158-171, JUSTUS LIEBIGS
ANNALEN DER CHEMICA, 1971, Kiyama y compaiieros, "Synthesis and
Evaluation of Novel Nonpeptide Angiotensin Il Receptor Antagonists:
Imidazo[4,5-c]pyridine Derivatives with an Aromatic Substituent", 43(3):450-60,
CHEM PHARM BULL, 1995, Mederski y compafieros, "Synthesis and
Structural Assignment of Some N-substituted Imidazopyridine Derivétives",
48(48):10549- 58, TETRAHEDRON, 1992, Yutilov y compafieros, 23(1)56-9,

KHIMIKO-FARMATSEVTICHESKII ZHURNAL, 1989. Adicionalmente, ver WO
05/063744.

El compuesto de formula (1) es el tema de WO 08/005519.

N
/>2>
N

El compuesto (1) que es producido por el proceso de WO 05/063744 es
sustancial o enteramente amorfo. Se cree que es un hidrato (de ahora en
adelante compuesto “amorfo” (1)).

1)

Un objeto de la presente invencion es proporcionar el compuesto (1) en
forma cristalina.
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Resumen de la invencion

De conformidad con el logro de los objetos anteriores de la presente

invencién, se proporciona un compuesto cristalino que tiene la formula (1)

y sus sales, el cual esta sustancialmente libre de compuesto amorfo (1).

En una modalidad, el compuesto cristalino (1) es la base libre

sustancialmente libre de compuesto amorfo (1) y de cualquier otra forma
cristalina del compuesto (1).

Otra modalidad de esta invencion es un método para hacer el
compuesto cristalino (1)

1)

el cual comprende la cristalizacion del compuesto (1) a partir del solvent de

cristalizacion y el control de la cantidad de agua en el solvente de cristalizacion.

En otra modalidad, se proporciona una composicién que comprende la
base libre cristalina del compuesto (1), el cual esta sustanciamente libre de la
sal cloruro del compuesto (1).
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El compuesto cristalino (1) es Util en un método para la terapia o
profilaxis de una infeccion de VHC que comprende administrar a un sujeto una
dosis terapéutica o profilactica del compuesto cristalino (1). Otra modalidad
comprende el uso del compuesto cristalino (1) en la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o tratamiento de una infeccién de VHC en un

mamifero (mas especificamente un humano).

Otra modalidad de esta invencién se relaciona con composiciones
farmacéuticas del compuesto cristalino de férmula (1) que comprenden al
menos un excipiente aceptable farmacéuticamente. En una modalidad el
compuesto de férmula (1) es formulado con un acido organico y opcionalmente
formulado dentro de una forma de dosis farmacéutica tal como una capsula. En
otra modalidad, el compuesto cristalino (1) es micronizado y formulado como
una suspension.

El compuesto cristalino (1) o las composiciones farmacéuticas de esta
invencion son empleados en el tratamiento o profilaxis de la hepatitis C.

El - compuesto cristalino (1) exhibe mejoras en caracteristicas
farmacolégicas y ventajas en costo, en particular pureza mejorada, estabilidad
durante el almacenamiento y reproducibilidad en la fabricaciéon. Una ventaja

particular es su punto de fusién alto en comparacioén con la forma amorfa.

Otras caracteristicas de esta invencién, incluyendo nuevos

intermediarios y composiciones de producto, seran aparentes al considerar
esta solicitud como un todo.

Figuras
La figura 1 representa un patrén de difraccion de rayos X en polvo (DRXP)
obtenido para el compuesto (1) la referencia estandar obtenida

mediante el método del ejemplo 1.

La figura 2 representa otro patron de difraccion de rayos X en polvo obtenido
para el compuesto cristalino (1).

1y
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La figura 3 es un patron de difraccion de rayos X en polvo obtenida para la
forma amorfa del compuesto (1) Lote de Investigaciéon 6, obtenido
por el método del ejemplo 1a en WO 08/005519.

La figura 4 ilustra un termograma DSC obtenido para el compuesto cristalino
(1), referencia estandar, barrido a 1 °C/min, obtenido mediante el
método del Ejemplo 1 de abajo.

La figura5 muestra un termograma DSC obtenido para la forma amorfa del
compuesto (1) Lote de investigacion 6, barrido a 5°C/min,
obtenido mediante el método del ejemplo 1a en WO 08/005519.

Descripcion detallada de la invencién

El compuesto cristalino (1) es definido como un sélido que comprende el
compuesto (1) en el que las moléculas constituyentes estan empaquetadas
bajo un patrén repetido ordenado regularmente que se extiende en todas las
tres dimensiones espaciales. La identificacion de la cristalinidad es
rapidamente lograda mediante un nimero de caminos conocidos por aquellos
expertos en el arte. El examen microscépico de la composicién de prueba
frecuentemente revelara la presencia de formas regulares, sugiriendo una
estructura interna ordenada. En el caso de la modalidad del cristal producido en

el ejemplo 1, la forma regular es generalmente de tipo vara o aguja.

DRXP es otro método para identificar el compuesto cristalino (1). La
estructura ordenada regularmente de las moléculas constituyentes en un cristal
difracta los rayos X incidentes en un patrén inequivoco representado como un
espectro de picos. Este patron de picos para el compuesto cristalino (1) es
mostrado en las figuras 1 y 2. De otro lado, la figura 3 representa un DRXP
para el compuesto (1) sustancialmente amorfo, el cual carece de picos
distintivos. Mientras que los picos de DRXP para el compuesto cristalino (1)
pueden variar en intensidad, el mismo patron general se presentara en los

analisis de difraccion de rayos X replicados.
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El compuesto cristalino (1) exhibe un pico(s) dominante de DRXP a

cerca de 17 grados theta 20, normaimente a 17.4 y 17.5. Por "alrededor” los

solicitantes entienden dentro de la variacion tipica en la medida de picos de

DRXP. Tales variaciones pueden resultar del uso de los diferentes
instrumentos, de los parametros del instrumento, de los lotes del producfo, del
proceso de pos-cristalizacion tales como micronizaciéon o molienda y con la
variacion de los métodos de preparacion de la muestra. En general "alrededor"
significa + 0.5 grados theta 20. Un ejemplo de este tipo de variacién puede ser
visto al comparar las figuras 1 y 2. En particular, la intensidad del pico (por
ejemplo, alrededor de 30) puede variar debido a los efectos de orientacion del
cristal.

Ejemplos ilustrativos de otros picos dominantes para el compuesto
cristalino (1) estan alrededor de 8, 10, 13, 16, 19 y 24 grados theta 20,
normalmente 8.4, 10.0, 13.5, 15.7, 16.8, 16.9, 18.8 y 24.4. Alguno o mas de
estos picos (pero especialmente 8, 10, 15.7, 16.7 y 16.9, con o sin los picos
alrededor de 17, son empleados convenientemente para definir el DRXP para
el compuesto cristalino (1).

La identificaciéon de una forma cristalina del compuesto (1) no exige la
presencia de cualquiera o mas de los picos dominantes vistos en las figuras 1 o
2. Mas bien, la presencia o ausencia de picos dominantes normalmente es
tomado en cuenta con otras caracteristicas diagnésticas (por ejemplo,

termograma DSC) para identificar un candidato como compuesto cristalino (1).

El compuesto cristalino (1) también esta caracterizado mediante el
termograma DSC, el cual revela un comienzo endotérmico a alrededor de
235°C en el perfil de calorimetria de barrido diferencial. Tipicamente, "también

sera encontrada alguna variacién en esta medida (usualmente, + 1 - 3°C).

El compuesto cristalino (1) también esta caracterizado por su calor de
fusion (DHy) de alrededor de 81 J/g (42 KJ/mol).

El compuesto cristalino (1) es hecho mediante un proceso que

comprende disolver el compuesto (1) en un solvente y formar los cristales ahi

8
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adentro. Los solventes tipicos para usar en esto son acetato de etilo, alcohol
isopropilico o un cosolvente que contiene acetato de etilo y alcohol isopropilico.
Otros solventes adecuados son obtenidos del mapa de solubilidad en
McConville, F.X. "Pilot Plant Real Book" (2002) el cual sefala la constante
dieléctrica y el parametro de solubilidad de Hildebrand para una variedad de
solventes.

Los solventes cercanos al alcohol etilico y al alcohol isopropilico en el
mapa (dieléctrica 2.5-20 y Hidebrand 15-24) son éter etilico, acetato de
isobutilo, anisol, clorobenceno, cloroformo, acetato de metilo, THF,
diclorometano, dicloroetano, 1,2-diclorobenceno, metilisobutilcetona,
metiletilcetona, ciclohexanona, acetona, 1-butanol, 2-metoxietanol, isobutanol,
2-butanol, ciclohexanol, alcohol isoamilico, piridina, formato de metilo, 1-
pentanol y/o 2-butoxietanol.

Algunos de estos solventes no seran preferidos debido a cuestiones
toxicas, pero esto puede ser superado mediante la remocion cuidadosa del
sovente del producto. Dentro de las capacidades del artesano corriente estara
realizar una proyeccion de laboratorio para determinar la conveniencia de un
sovente candidato para la preparacion del compuesto cristalino (1). Las
combinaciones de estos solventes también caen dentro del alcance de la

invencion.

Un hallazgo clave que facilita la preparacién del compuesto cristalino (1)
es que el contenido de agua del solvente de cristalizacion debe ser controlado
para obtener y/o optimizar la produccion del producto cristalino. Por ejemplo,
cuando se utiliza acetato de etilo como solvente, el limite superior de contenido
de agua es alrededor.de 0,6% a 0,9% en peso.

Una consideracion adicional con respecto al contenido de agua es su
uso para remover otras formas del compuesto (1) que son menos solubles que
la base libre cristalina en portadores farmacéuticos lipofilicos liquidos. Por
ejemplo, Ia sal cloruro del compuesto (1) es menos soluble que la base libre en
soluciones de acidos grasos empleadas Como portadores. En cantidades

ampliamente suficientes, tales sales producen una neblina indeseable en el
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producto farmacéutico. Ei paso de sintesis final del ejemplo 1 produce una
mezcla de base libre junto con cantidades menores de la sal cloruro. El sal de
cloruro productor de neblina es removida al disolver inicialmente el producto en
un solvente que contiene una relativamente alta cantidad de agua (alrededor
del 3%-10%) a pH alcalino. El reflujo en este solvente asegura que hay
suficiente agua para convertir la sal cloruro a base libre. Después de esto, la
base libre es cristalizada desde este solvente. Este proceso es opcionalmente
repetido con concentraciones de agua decrecientes para remover
gradualmente la sal cloruro del producto. El paso final es entonces logrado con
bajo bajo contenido de agua (usualmente menos que alrededor del 0,9% de
agua) para asi cristalizar la base libre sustanciaimente libre del compuesto
amorfo (1). En general, la neblina no se encuentra en la preparacion
farmacéutica cuando el contenido de cloruros en el producto final es
normalmente menor que alrededor de 100 ppm. Las cantidades de agua
empleadas variaran dependiendo de la concentracion de la sal de cloruro
contaminante y de otras variables experimentales determinables por el
artesano experto. En resumen, el contenido de agua enel solvente de
cristalizaciéon es controlado, tanto para convertir cloruros (u otras sales del

compuesto (1) relativamente solubles en agua) y para evitar la generacion del
compuesto amorfo (1).

La cantidad de agua permitida para cada funcion variara dependiendo
del solvente o solventes empleados para la cristalizacion, la concentracién del
compuesto (1), la temperatura del paso de cristalizacion, el tiempo de
cristalizacion, la cantidad tolerable del compuesto (1) amorfo, y otras variables.
Por lo tanto, sera de la incumbencia del artesano determinar el nivel optimo de
agua para obtener los resultados deseados, usualmente mediante la
realizacion de un estudio de matriz variable tipico. La concentracién de agua
mas baja para evitar la generacion del compuesto amorfo (1) es un problema
de economia practica. Por ejemplo, es aceptable un 0,05% en peso de agua.

En general, el paso de cristalizacion final es realizado en un solvente
sustancialmente anhidro. Un solvente sustancialmente anhidro es definido
como un solvente que contiene una cantidad suficientemente pequeria de agua

para que el producto resultante contenga veI compuesto cristalino (1) y es

10
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sustancialmente libre de compuesto amorfo (1), tipicamente menos del 40%,
normalmente menos del 30, 20, 5, 3, 2 0 1% en peso del compuesto amorfo (1)
en el total de todas las formas del compuesto (1) en la composicion del
producto.

En general, el solvente sustanciaimente anhidro tendra alrededor del
0,5%-0,9% de agua en peso por peso del solvente de cristalizacion. Sin
embargo, puede estar presente mas agua si el producto deseado permite
contener proporciones mayores del compuesto amorfo (1). Sin embargo, es
6ptimo si la composicién del compuesto (1) esta libre de compuesto amorfo (1)
detectable.

El contenido de agua es controlado mediante cualquier manera que
resulte en la cantidad de agua apropiada en el paso de cristalizacion
concerniente. Cuando la formacion del compuesto amorfo (1) quiere ser
evitada, las técnicas adecuadas para minimizar o reducir la cantidad de agua
incluyen la dicion de agentes de secado y/o la remocién de agua
azeotropicamente. Resulta conveniente la remocién de agua durante la
disolucion por reflujo del compuesto (1) justo antes de la cristalizacién. Por
supuesto, el control del contenido de agua incluye la adicién de agua, como
sera el caso durante los pasos para convertir la sal de cloruro.

El compuesto amorfo (1) es utilizado opcionalmente como material de
partida para la cristalizacion (conversion de forma). Alternativamente, la
cristalizacién es conducida directamente desde los productos de reaccion
finales sin una recuperacién intermedia del compuesto amorfo (1). La
cristalizacién es conducida tipicamente proporcionando o disolviendo el
compuesto (1) en un sovente o una mezcla de solventes a reflujo (suficiente
para disolver el compuesto (1), alrededor de 1 a 5 horas), seguido del
enfriamiento a alrededor de 18.23°C durante 4 - 8 horas, entonces
opcionalmente es agitado durante alrededor de 8 a 20 horas a alrededor de 18-
23°C. La agtacion es opcional pero incrementa la velocidad de cristalizacion. El
reflujo no es critico debido a que lo necesario es que el compuesto (1) sea
colocado en solucion. Sin embargo, colocar en reflujo el compuesto (1) tiene la

venatja de que dicho compuesto (1) se disuleve rapidamente y al mismo tiempo

11
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se obtiene la remocion azeotrépica del agua. El agua es controlada antes de
que la cristalizacién inicie o durante la cristalizacién, o ambas, aunque en
general es mejor reducir el agua por debajo del limite deseado antes de que

cualquier compuesto (1) pueda precipitar como el polimorfo amorfo.

La generacion de material amorfo es optimizado mediante le uso de
relativamente altos tiempos de cristalizacion, altas temperaturas y bajas
concentraciones de compuesto (1). La determinacion de los diferentes
parametros 6ptimos del proceso de cristalizacion se encuentran dentro de las
capacidades del artesano corriente.

Una modalidad aqui es una composicion hecha mediante el proceso de
combinar el compuesto cristalino (1) con un excipiente farmacéuticamente
aceptable y formar una forma de dosis farmacéutica tal como una tableta o
capsula. El producto resultante no tiene que contener el compuesto cristalino
(1). Mientras tanto, se espera que las formas de dosis hechas a partir del
compuesto cristalino (1) contendran Unicamente el compuesto (1) en forma
cristalina. Sin embargo, en algunas modalidades el compuesto cristalino (1) es

un intermediario para disolucién en el portador o excipiente.

El compuesto cristalino (1) de la presente invencién es administrado a un
sujeto mamifero (incluyendo un humano) por cualquier medio bien conocido en
el arte, es decir, oralmente, intranasalmente, subcutaneamente,
intramuscularmente, intradermalmente, intravénosamente, intra-arterialmente,
parenteralmente o mediante cateterizacion, en una cantidad terapéuticamente
efectiva, es decir, una cantidad inhibitoria de VHC o una cantidad inhibitoria de
la replicacién del VHC. Se cree que esta cantidad es aquella que asegura un
nivel en plasma de alrededor de 100 nM, 3 veces el EC90 ajustada a proteina.
Normalmente se espera que esto sea logrado mediante la administracién oral
diaria de alrededor de 0.5 - alrededor de 5 mg/kg, tipicamente alrededor de 0.7

a 2.2 mg/kg, mas normalmente alrededor de 1.2 mg/kg de peso corporal para
humanos.

La dosis optima del compuesto de la 'presente invencién dependera de
muchos factores conocidos por el artesano, incluyendo la biodisponibilidad del
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compuesto en una formulacién dada, el metabolismo y distribucion del
compuesto en el sujeto, el ayuno o estado alimenticio del sujeto, la seleccién
de portadores y excipientes en la formulacion, y otros factores. La dosificacion
apropiada es tipicamente determianda en el escenario preclinico y clinico y
esto hace parte de las capacidades del aresano corriente. La cantidad
terapeuticamente efectiva del compuesto ~de la presente invencion
opcionalmente es dividida en varias sub-unidades por dia, o es administrada
diariamente o en intervalos de mas de un dia, dependiendo de la naturaleza de
la infeccion, la condicion general del paciente y la formulacién del compuesto
de la presente invencion. Generalmente, el compuesto es administrado dos
veces diariamente.

El compuesto de esta invencion es empleado conjuntamente con otros
agentes efectivos contra las infecciones de VHC. Ellos son administrados
opcionalmente de manera separada en el curso de una terapia, o son
combinados con el compuesto (1) en una forma de dosis unitaria tal como una
tableta, solucién iv o capsula. Tales otros agentes incluyen, por ejemplo,
interferon-alfa, ribavirin, y/o compuestos que caen dentro de las divulgaciones
de EP1162196, WO 03/010141, WO 03/007945, WO 00/204425 y/lo WO
03/010140 ( y otras presentaciones dentro de sus familias de patentes). Otros
agentes para administracién en un proceso de terapia con el compuesto de la
presente invencién incluye los compuestos que actualmente se encuentran en
pruebas clinicas, en particular inhibidores de VHC proteasa tales como VX-950
(Vertex Pharmaceuticals), SCH 5030347 (Schering Plough) y BILN-2061
(Boehringer Ingelheim), inhibidores de VHC nucledsidos tales como NM283,
NMI 07 (ambos de Idenix/Novartis) y R1 626 (Hoffmann-La Roche), e
inhibidores de VHC no nucledsidos que incluyen HCV-086 y -796 (ambos de
ViroPharma/Wyeth). Los agentes antivirales suplementarios son utilizados en
cantidades convencionales. Si la eficacia del compuesto de la presente
invencién y del compuesto suplementario son aditivas, entonces las cantidades
de cada agente activo opcionalmente son reducidos proporcionalmente, y mas
aun si los agentes actuan sinergisticamente. En general, sin embargo, los

agentes son usados en sus cantidades activas normales en composiciones de
combinacién unitaria.
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Los agentes co-administrados generalmente son formulados en
composiciones unitarias con el compuesto de la presente invencién simepre y
cuando ellos sean quimicamente compatibles y estén destinadas a ser
administradas mediante la misma ruta. Si no, dichos agentes son
opcionalmente proporcionados en la forma de un kit médico o paquete que

contiene los dos agentes en compartimentos o repositorios separados.

El compuesto de la presente invencion es tipicamente proporcionado
como una base libre, pero también es opcionalmente preparado como una sal.
Las sales tipicas son preparadas mediante adicién acida de acidos organicos y/
inorganicos a la base libre. Ejemplos incluyen (1) acidos inorganicos tales como

acidos hidrohalogenados, por ejemplo, acido clorhidrico o bromhidrico, acido

sulfurico, acido nitrico, acido fosforico y acidos sulfamicos; o (2) acidos

organicos tales como los acidos acético, propanoico, hidroxiacético, benzoico,
2-hidroxipropanoico, 2-oxopropanoico, lactico, fumarico, tartarico, pirvico,
maleico, malénico, malico, salicilico, (por ejemplo, 2-hidroxibenzoico, p-
aminosalicilico isetionico, lactobidnico, succinico, oxdlico y citrico; acidos
sulfénicos organicos, tales como acidos metansulfonico, etansulf nico,
bencensulfénico, p-poluensulfénico, alquilsulfénicoC1-C6, bencensulfénico, p-
toluensulfénico y ciclohexansulfamicos. Las sales tipicas son las sales cloruro,
sulfato, bisulfato, mesilato, besilato, esilato,fosfato, oxalato, maleato, succinato,
citrato, malonato y/o fumarato. También se incluyen dentro del alcance de la
presente invencion las sales del compuesto de la invencién con uno o mas
amino acidos, tipicamente aquellos amino acidos naturales tales como alguno
de los amino acidos encontrado en proteinas. Deseablemente, el contraion
acidico es in6cuo fisiolégicamente y no toxico, o en otras palabras, aceptable
farmacéuticamente, a menos de que la sal esté siendo usada como un
intermediario en la preparacion de los compuestos, con lo cual la toxicidad no
es relevante. Normalmente, el compuesto (1) sera administrado como la base

libre, pero las sales adecuadas incluyen mesilato (acido metansulfénico) y HCI.

El compuesto de la presente invencion incluye los solvatos formados con

el compuesto de la invencién o sus sales, tales como por ejemplo hidratos,
alcoholatos y similares.
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El compuesto farmacéutico de la invencidén es opcionalmente formulado
con portadores y excipientes farmacéuticos convencionales, los cuales seran
seleccionados de acuerdo con la practica normal. Las tabletas contendran
excipientes, mejoradores de flujo, rellenos, enlazantes y similares. Las
formulaciones acuosas son preparadas en forma estéril, y cuando se destinan
para entrega mediante un mecanismo diferente a la administracién oral
generalmente son isoténicas. Las formulaciones contienen opcionalmente
excipientes tales como aquellos enunciados en el "Handbook of Pharmaceutical
Excipients" (2005) e incluyen acido ascérbico y otros antioxidantes, agentes
quelatantes tales como EDTA, carbohidratos tales como dextrina,
hidroxialquilcelulosa, hidroxialquilmetilcelulosa y/o acidos organicos tales como

acido oleico o acido estearico.

E! término "portador farmacéuticamente aceptable" como es usado aqui

significa cualquier material o sustancia formulada con el ingrediente activo para

facilitar su preparacion y/o su aplicacion o diseminacion en el sitio a ser tratado.
Portadores farmacéuticos adecuados para uso en las composiciones de la
invencién son bien conocidos por aquellos expertos en el arte. Se incluyen
aditivos tales como agentes de mojado, adhesivos, agentes emulsificantes,
solventes, agentes de flujo, recubrimientos, agentes antibacteriales vy
antifungicos (por ejemplo fenol, acido sérbico, clorobutanol) y agentes
isotdnicos (tales como azlicares o cloruro de sodio), tal que los mismos son
consistentes con la practica farmacéutica, es decir, ellos no son toxicos para
los mamiferos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son
preparadas de cualquier manera conocida, por ejemplo mediante mezclado
homogéneo, recubrimiento y/o molienda de los ingredientes activos en un
procedimiento de un paso o multi-paso, con el material portador seleccionado
y, donde sea apropiado, otros aditivos tales como agentes activadores de
superficie. Las composiciones que contienen el compuesto de la invencién que
son formuladas dentro de microesferas (ususalmente tienen un diametro de

alrededor de 1 a 10 gm) son Utiles como formulaciones de liberacion controlada
o sostenida.
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En una formulacion opcional, el compuesto (1) es triturado a una forma
finamente dividida, tipicamente hasta un promedio de tamafio de particula en
cualquier punto dentro del rango de alrededor de 1 -20 micrones. El producto
del ejemplo 1 es de tipo varillas o agujas y exhibe un rango de tamano de
cristal, tipicamente alrededor de 25 - 40 micrones. Estos, opcionaimente son
micronizados en un Jet mill-00 a alrededor de 60-80 psi para obtener particulas
de alrededor de 3-4 micrones que tienen un area superficial de alrededor de 7-
8 metros cuadrados/gramo. Sin embargo, el tamafio de los cristales de partida
variaran de lote en lote y el grado de micronizacion es un asunto de seleccion.
En consecuencia, el compuesto cristalino micronizado (1) es simplemente
definido como el compuesto (1) cristalino o amorgo que ha sido sujeto a un
proceso de micronizacidn de manera como se describe ejemplificantemente
aqui. Ni el tamarfio ni el area superficial de las particulas resultantes es critico.
El compuesto micronizado (1) es suspendido en solucidn acuosa,
opcionalmente ayudado por un agente de suspension, emulsificadores y/o

surfactante tal como es adicioanimente descrito mas adelante.

Tipicamente, la formulacion farmacéutica es una forma solubilizada del
compuesto (1) donde el compuesto cristalino (1) esta disuelto en un solvente o
un agente solubilizante apropiado, o combinaciones de los mismos. El
compuesto cristalino (1) es solubilizado en un excipiente farmacéuticamente

aceptable para su administracion terapéutica o profilactica.

Soluciones adecuadas del compuesto (1) para preparaciones
farmacéuticas incluyen agua junto con varios acidos organicos (tipicamente C4
- C24) usualmente acidos grasos como el acido caprico, oleico, laurico, caprico,
palmitico y/ miristico. Los acidos grasos son opcionalmente saturados o
insaturados, o son mezclas de los mismos. Adicionalmente, polietilen glicoles
(PEGs) ylo mono, di o triglicéridos de cadena corta, media o larga son
empleados suplementariamente a, o en lugar de, los acidos organicos. Acidos

grasos pegilados d cadena corta, media o larga también son opcionaimente
utilizados en la misma forma.

Los acidos organicos mas comunes son los acidos carboxilicos cuya
acidez esta asociada con el grupo carboxilo -COOH. Acidos sulfénicos, los
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cuales contienen el grupo OSO3H, son acidos relativamente fuertes para su
uso. En general, el acido deseable contiene un dominio lipofilico. Los acidos

mono o di-carboxilicos son adecuados.

Agentes activadores de superficie adecuados son utilizados
opcionalmente con cualquiera de las formulaciones de esta invencion
(cualquiera o mas de los siguientes agentes, tipicamente cualquiera de ellos).
Tales agentes también son conocidos como emulgentes o emulsificadores, y
son Uutiles en las composicones farmacéuticas de la presente invencion. Ellos
son materiales no idnicos, catidénicos y/o anidnicos que tienen propiedades
emulsificantes, dispersantes y/o humectantes adecuadas. Surfactantes
anionicos adecuados incluyen tanto jabones solubles en agua como agentes
sintéticos desuperficie activa solubles en agua. Los jabones adecuados son
sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, sales de amonio de acidos grasos
grandes (C10-C2;) sustituidas o no sustituidas, por ejemplo, las sales de sodio o
de potasio del acido estearico u oleico, o de mezclas de &acidos grasos
naturales obtenidos del aceite de coco o del aceite de sebo. Los surfactantes
intéticos incluyen las sales de sodio y calcio de acidos poliacrilicos; sulfonatos y
sulfatos grasos; derivados de bencimidazol sulfonados y alquilarilsulfonatos.
Los sulfonatos o sulfatos grasos estan usualmente en la forma de sales de
metales alcalinos o aicalinotérreos, sales de amonio no sustituidas o sales de
amonio sustituidas con un radical alquilo o aciloque tiene entre 8 y 22 atomos
de carbono, por ejemplo, la sal de sodio o calcio del acido lignosulfénico o
acido dodecilsulfénico o una mezcla de sulfatos de alcohol graso obtenidos de
acidos grasos naturales, sales de metales alcalinos o alcalinotérreos de ésteres
de acidos sulfurico o sulfonico (tales como lauril sulfato de sodio) y acidos
sulfénicos de aductos alcohol graso/oxido de etileno. Ls derivados de
bencimidazol sulfonados adecuados contienen preferiblemente 8 a 22 atomos
de carbono. Ejemplos de alquilarilsulfonatos son las sales alcoholamina de
sodio o calcio de Acido sulféonico dodecilbbenceno o  acido
dibutilnaftalensulfénicd O un producto de condensacion  acido
naftalensulfonico/formaldehido. También son adecuados los fosfatos
correspondientes, por ejemplo, sales de ésteres de acido fosforico y un aducto
de p-nonilfenol con o6xido de etileno y/o propileno, o fosfolipidos. Los

fosfolipidos adecuados paraeste propésito son los fosfolipidos naturales
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(originados de células animales o vegetales) o sintéticos del tipo cefalina o
lecitina, tales como por ejemplo, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerina, lisolecitina, cardiolipina, dioctanilfosfatidil-colina,
dipalmitoilfosfatidil-colina y sus mezclas. Las emulsiones acuosas con tales

agentes se encuentran dentro del alcance de esta invencion.

Los surfactantes no idnicos adecuados incluyen derivados de
alquilfenoles polietoxilados y polipropoxilados, alcoholes grasos, acidos grasos,
aminas alifaticas o aminas que contienen al menos 12 atomos de carbono en la

molécula, alquilarensulfonatos y dialquilsulfosuccinatos, tales como derivados

poliglicol éter de alcoholes alifaticos y cicloalifaticos, acidos grasos de

alquilfenoles saturados o insaturados, donde dichos derivados contienen
preferiblemente 3 a 10 grupos glicol éter y 8 a 20 atomos de carbono en la
fraccidén hidrocarbonada (alifatica) y 6 a 18 atomos de carbono en la fraccion
alquilica del alquilfenol. Surfactantes no i6nicos adecuados adicionales son
aductos solubles en agua de 6xido de polietiieno con polypropilen glicol,
etilendiaminopropilen glicol que contiene 1 a 10 atomos de carbono en la
cadena alquilica, cuyos aductos contienen 20 a 250 grupos etilenglicol éter y/o
10 a 100 grupos propilenglicol éter. Tales compuestos contienen usualmente
entre 1 y 5 unidades de etilenglicol por unidad de propilenglicol. Jemplos
representativos de surfactantes no i6nicos son nonilfenol - polietoxietanol,
éteres poliglicdlicos de aceite de ricino, aductos de oOxidos de
polipropileno/polietileno, tributilfenoxipolietoxietanol, polietilenglicol y
octilfenoxipolietoxietanol. Los ésteres de acidos grasos de polietilen sorbitan
(tales como polietilen sorbitan triolato), glicerol, sorbitan, sacarosa y

pentaeritritol también son surfactantes no idnicos adecuados.

Surfactantes cationicos adecuados incluyen sales de amonio
cuaternarias, particularmente haluros, que tienen 4 radicales hidrocarbonados
sustituidos opcionalmente con haldégeno, fenil, fenil sustituido o hidroxi; por
ejemplo las sales de amonio cuaternario que contienen como N-sustituyente al
menos un radical alquilo Cg - C2; (por ejemplo cetil, lauril, palmitil, miristil y oleil)
y, como sustituyentes adicionales, radicales alquil inferior, bencil y/o

hidroxialquil inferior no sustituidos o halogenados.
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Una descripcion mas detallada de agentes activadores de superficie
adecuados para este proposito es encontrada en "McCutcheon's Detergents
and Emulsifiers Annual" (MC Publishing Crop., Ridge wood, New Jersey, 1981),
"Tensid-Taschenbucw", 2nd ed. (Hanser Verlag, Vienna, 1981) and
"Encyclopedia of Surfactants," (Chemical Publishing Co., New York, 1981).

El compuesto de esta invencién es administrado mediante cualquier ruta
apropiada para la condicion que va a ser tratada, tales como oral, rectal, nasal,
tépica (incluyendo ocular, bucal y sublingual), vaginal y parenteral, (incluyendo
subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intradermal, intratecal y epidural). La
ruta de administracion preferida puede variar con, por ejemplo, la condicién del

recipiente, pero generalmente es oral.

Las formulaciones del compuesto de esta invencién para administracion
oral se presentan usualmente como unidades discretas, tales como capsulas,
sellos o tabletas, cada una de las cuales contiene una cantidad predeterminada
del ingrediente activo; como un polvo o forma granular; como una solucidén o
suspension en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; 0 como una emulsién
liguida de aceite en agua o una emulsion liquida de agua en aceite. El

compuesto de esta invenciéon opcioanimente es presentado como un bolo,
electuario o pasta.

Una tableta es hecha por compresién o moldeo, opcionalmente con uno
0 mas ingredientes accesorios. Las tabletas comprimidas son preparadas
mediante compresiéon en una maquina adecuada del compuesto de la invencion
en una forma de flujo libre tal como un polvo o granulos, opcionalmente
mezcladas con un enlazante, lubricante, diluyente inerte, preservativo, agente
activador de superficie o agente dispersante. Las tabletas moldeadas son
hechas tipicamente por moldeado de una mezcla del compuesto pulverizado
humedecido con un diluyente liquido inerte en una maquina adecuada.
Opcinalmente las tabletas pueden ser recubiertas o marcadas y pueden ser

formuladas de tal forma que proporcionen una liberacion lenta o controlada del
ingrediente activo.
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Las formulaciones son aplicadas opcionalmente como un ungiento
tépico o una crema que contiene los ingredientes activos en una cantidad de,
por ejemplo, 0,075 a 20% p/p (incluyendo los ingredientes activos en un rango
entre 0,1% y 20% en incrementos de 0,1% p/p, tales como 0,6% p/p, 0,7% p/p,
etc), preferiblemente 0,2 a 15% p/p y mas preferiblemente 0,5 a 10% p/p.
Cuando son formuladas en un ungiento, el compuesto es empleado con una
base parafinica o un ungiiento soluble en agua. Alternativamente, el compuesto
es formulado en una crema con una base de crema aceite en agua. Si se
desea, la fase acuosa de la base de crema puede incluir, por ejemplo, al menos
30% p/p de un alcohol polihidrico, es decir, un alcohol que tiene dos o mas
grupos hidroxilos tales como propilen glicol, butano 1,3-diol, manitol, sorbitol,
glicerol y polietilen glicol (incluyendo PEG400) y mezclas de los mismos. Las
formulaciones tépicas pueden incluir deseablemente un compuesto que mejore
la absorcion o la penetraciéh del ingrediente activo a través de la piel u otras
areas afectadas. Ejemplos de tales mejoradores de la penetracion dérmica

incluyen el dimetilsulfoxido y los analogos relacionados.

La fase aceitosa de las emulsiones de esta invencion esta constituida de
ingredientes conocidos en una manera conocida. Mientras que esta fase puede
comprender simplemente un emulsificador (conocido en otras palabras como
un emulgente), deseablemente comprende' una mezcla de al menos un
emulsificador con una grasa o un aceite 0 con ambos, una grasa y un aceite.
Opcionalmente, un emulsificador hidrofébico es incluido junto con un
emulsificador lipofilico que actia como un estabilizador. También se prefiere
incluir un aceite y una grasa. Juntos, el emuisificador(es) con o sin
emulsificador(es) conforman la denominada cera emulsificante, y la cera junto
con el aceite y la grasa conforman la base del denominado ungiento

emulsificante que conforma la fase dispersa en aceite de las formulaciones en
crema.

La seleccion de aceites o grasas adecuadas para la formulacién esta
basada en el logro de las propiedades cosméticas deseadas. Por lo tanto, la
crema debe ser opci_onalmente un producto no grasoso, que no tinture y
lavable, con una consistencia adecuada que evite fugas de tubos u otros

contenedores. Pueden utilizarse ésteres alquilicos mono o dibasicos de cadena
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recta o ramificada, tales como diésteres di-isoadipato, isocetil estearato y
propilen glicol de acidos grasos de coco, isopropil miristato, decil ole_ato,
isopropil palmitato, butil estearato, 2-etilhexil palmitato o una mezcla de ésteres
de cadena ramificada conocidos como Crodamol CAP, siendo los tres ultimos
mencionados los ésteres preferidos. Estos pueden ser usados solos o en
combinaciéon depndiendo de las propiedades requeridas. Alternativamente,
pueden utilizarse lipidos con alto punto de fusién como parafina blanca suave

y/o parafina liquida u otros aceites minerales.

Las formulaciones adecuadas para la administracion topica en los ojos
incluyen gotas para ojos, donde el ingrediente activo esta disuelto o suspendido
en un portador adecuado, especialmente un solvente acuoso para el
ingrediente activo. El ingrediente activo es presentado opcionalmente en tales
formulaciones en una concentracién de 0,5 a 20%, ventajosamente 0,5 a 10%,
particularmente alrededor de 1,5% p/p.

Las formulaciones adecuadas para administracién tépica en la boca
incluyen pastillas que comprenden el ingrediente activo en una base
saborizada, usualmente sacarosa y acacia o tragacanto; las pastillas que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte tal como gelatina y
glicerina, o sacarosa y acacia; y enjuagues bucales que comprenden el
ingrediente activo en un portador liquido adecuado.

Las formulaciones para administracion rectal pueden presentarse como
un supositorio con una base adecuada que comprende por ejemplo mantequilla
de cacao o un salicilato. Las formulaciones adecuadas para administracion
nasal en donde el portador es un sélido incluye un polvo grueso que tiene un
tamano de particula por ejemplo en el rango de 20 a 500 micrones (incluyendo
tamanios de particula en un rango entre 20 y 500 micrones en incrementos de
S micrones, tal como 30 micrones, 35 micrones, etc), el cual es administrado
mediante aerosol o inhaladores de polvo, de los cuales numerosos ejemplos
estan disponibles. Las formulaciones adecuadas en donde el portador es un
liquido, como por ejemplo un spray nasal o como gotas nasales, incluyen
soluciones acuosas o aceitosas del ingrediente activo.
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Las formulaciones adecuadas para administraciéon vaginal pueden ser
presentadas como pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o
formulaciones en spray que contienen adicionalmente al ingrediente activo

portadores apropiados conocidos en el arte.

Las formulaciones adecuadas para administracién parenteral incluyen
soluciones inyectables estériles acuosas y no acuosas que pueden contener
antioxidante, tampones, bacteriostatos y solutos que hacen la formulacion
isotonica con la sangre del recipiente destinado; y suspensiones estériles
acuosas 0 no acuosas que incluyen agentes suspensores y agentes de
espesamiento. Las formulaciones son presentadas en contenedores de dosis
Unica o dosis multiple, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y pueden ser
almacenados bajo una condicion congelada-seca (liofilizada) que requiere
unicamente la adicién del portador liquido estéril, por ejemplo agua para
inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones de inyeccion
extemporaneas y suspensiones pueden ser preparadas a partir de polvos

estériles, granulos y tabletas del tipo previamente descrito.

El compuesto de esta invencion es opcionalmente formulado dentro de
composiciones de liberacion controlada en las cuales la liberacion del
compuesto es controlada y regulada para permitir menores frecuencias de
dosificacion o para mejorar el perfil farmacocinético o téxico del compuesto de
la invencion. Las composiciones de liberacién controlada son preparadas de
acuerdo con los métodos conocidos, muchos de los cuales involucran la
formulacion del compuesto activo con uno o mas portadores poliméricos tales
como poliester, acido poliamino, polivinil pirrolidona, copolimero de etileno-vinil
acetato, metilcelulosa, carboximetilcelulosa y/o sulfato de protamina. La
velocidad de liberacion del farmaco y la duracién de accién es controlada
opcionalmente mediante la incorporacién del ingrediente activo dentro de
particulas, por ejemplo, microcapsulas, de una sustancia polimérica tal como
hidrogeles, acido polilactico, hidroximetilcelulosa, polimetil metacrilato, y los
demas polimeros anteriormente descrits. Tambien son adecuados los sistemas
de liberacién de farmacos coloidales tales como liposomas, microesferas,
microemulsiones, nanoparticulas, nanocapsulas, etc. Dependiendo de Ia via de
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administracion, la composicién farmacéutica, por ejemplo tabletas, puede

requerir un recubriemiento protectivo.
La invencidén sera completamente apreciada mediante referencia de los
siguientes ejemplos, los cuales deben ser considerados meramente ilustrativos

y no limitantes del alcance de la invencién.

Los porcentajes de composicion son en peso a menos de que otra cosa
sea aparente del contexto.

Ejemplo 1

Sintesis de 5-((6-(2,4-Bis(trifluorometilfenillpiridazin-3-il)metil)-2-(2-fluorofenil)-
5H-imidazo[4,5-c]piridina cristalino

- Esquema 1
Me Me
X BN
Br BOH, . (X | N
CF; CF { ~N
1) iPrMgCl 3 Cl
P . CF;
2) BOMe); d(OAc),/L
CF
3 Paso 1 CF3 - Paso 2
CF;3

e 2
p-Cy
Qa°

F.
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| 4 N
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NH, COH
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Me 0 T T @:/N
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CF;
CF,
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. CF,
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Paso 1
Br 1. iPrMgCl B(OH),
CF;  2.(CH;0);B CF;
CF; - Ch

A un reactor, conteniendo 2/4-bis(trifluorometil)bromobenceno (1,00 eq)
y tetrahidrofurano (THF), se cergé cloruro de magnesio isopropilico
(<1>PrMgCl) (2 M en THF, 1,14 eq) mientras se mantenia el contenido a -10°C.
La mezcla fue agitada a -10°C hasta que la reaccion se completé de acuerdo
con el analisis HPLC. La mezcla resultante fue transferida al segundo reactor,
el cual contiene trimetil borato (2,26 eq) y THF mantenido a una temperatura de
-10°C. La reaccion fue entonces monitoreada por HPLC hasta que no hubiera
mas de 2% de 1,2-bis/trifluorometil)benceno. HCI acuoso (acido clorhidrico
acuoso), preparado a partir de agua y acido clorhidrico concentrado al 37%
(HCI) se adicion6 para aplacar la reaccién mientras se mantenia el contenido a
no mas de 25°C. Luego de agitar el contenido por 1-2 horas y asentarlo durante
ca, 30 minutos, las capas fueron separadas. La capa organica fue lavada con
solucién salina mezclada con agua y luego fue concentrada bajo vacio. Se
cargé heptano y el contenido fue concentrado nuevamente bajo vacio. Las
operaciones fueron repetidas una vez mas. El heptano fue entonces cargado y

el compuesto acuoso resultante fue enfriado a 3°C, y agitado a esa

temperatura durante 4-6 horas.

El producto fue filtrado, lavado con heptano dos veces y secado bajo
vacio a un maximo de 40°C.

Razén
Material P.M. Razén vip | Razén p/p

molar

2,4-Bis(trifuorometil)-
293 - 1.00 1.00

bromobenceno
Hepatonos 100.21 13.20 9.00 -
Acido clorhidrico, |  36.50 10.42 0.50 -
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concentrado (37%)
Cloruro de magnesio
isopropilico (2 M en 102.85 1.95 1.90 1.14
Tetrahidrofurano)
Cloruro de sodio (NaCl) 58.11 - 0.60 -
Tetrahidrofurano (THF) 7211 4.50 4.00 -
Trimetil borato 103.91 OI.86 0.80 2.26
Agua 18.02 8.90 8.90 -
Paso 2
B(OH), Pd(OAc), | oN
CF, SN aq. K,CO; ~N
Uy DME CF,
CF, Cl
' CF,

Compuesto 2a

Se cargaron dentro del reactor 3-clor6-6-metiIpiridazina (1.00 eq), 2-
(diciclohexilfosfino)bifenil (0.05 eq), acido 2,4-bis(trifluorometil)fenilborénico
(1.85 eq), 1,2-dimetoxietano y una solucién de carobnato de potasio acuoso.
Luego de desgasificar tres veces con nitrégeno, se cargd acetato de paladio
(0.025 eq) y el contenido se calento y se agit6 bajo reflujo hasta que la reaccion
se consideré completa.

La mezcla de reaccion fue enfriada a 22°C. Se cargé heptano, seguido
por la adicion de Celite. Luego de agitar por cerca de 30 minutos a 22°C, Ia
mezcla fue filtrada dentro del primer reactor, lavando hacia abajo con la mezcla

de 1,2-dimetoxietano y Hepatons. Las capas del filtrado son separadas.

A la capa organica se adicion6 complejo de borano trimetilamina (0.03
€q), agua, y acido acético. La mezcla resultante con un pH maximo de 4 se
agité durante 1-2 horas a 22°C y se colocd a reflujo a cerca de 80°C por 2-3

horas. Luego de enfriar hasta 22°C, la mezcla se ajusté a pH 10-11 con la

25

33



WO 2009/009001 i PCT/US2008/008259

adicién de hidréxido de sodio acuoso al 5% mientras se mantenia el contenido
a 22°C y entonces se agité por 1-2 horas. La mezcla se filtrd y las capas se
separaron. La capa acuosa fue eliminada y la capa organica fue filtrada a
través de cartuchos ZetaCarbon en el proceéo de limpieza del primer reactor,

lavando progresivamente con 1,2-dimetoxietano a través de los cartuchos de
carbon.

El filtrado se concentré6 bajo vacio con un maximo ajuste de
enchaquetamiento de 60°C. El heptano fue 'cargado y los contenidos fueron
concentrados adicionalmente bajo vacio con un maximo ajuste de
enchaquetamiento de 60°C. Heptano adicional fue cargado al concentrado y el
contenido de 1,2-dimetoxietano (DME) (méximo 0.5%) de la mezcla fue
revisada mediante RMN. Luego de ajustar a 85°C y agitar durante cerca de 1
hora, la mezcla fue finamente filtrada en caliente a trévés de un filtro dentro del
segundo reactor. '

El filtrado en el segundo reactor fue ajustado para reflujo y entonces se
agit6 durante 1 hora. Con una rampa de enfriamiento y agitacion moderada, la
mezcla fue enfriada desde el reflujo hasta 0 a 6°C sobre un periodo de minimo
4 horas y entonces fue agitada a 0 - 6°C durante 1 hora.

El producto fue filtrado, lavado con Heptanos a temperatura ambiente y

secado bajo vacio a un maximo de 40°C hasta que la pérdida en el secado es
de maximo el 1%.

Razén Razon Razén
Materiales P.M.
p/p molar vip
Acido 2,4-Bis(trifluorometil)fenil-
o 257.92 4.00 1.85 -
borénico
Complejo borano trimetilamina 72.92 0.018 0.03 -
3-cloro-6-metilpiridazina 12856 | 1.00 1.00 -
Tierra de diatomaceas (celite) N/A 0.30 - -
Di(ciclohexil)fosfinobifenil 350.49 0.14 0.05 -
1,2-dimetoxietano 90.12 12.00 - 13.80
Agua de beber 18.02 3.75 - 3.75
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Acido acético glacial 60.05 0.05 0.10 -
Heptanos 100.21 20.40 - 29.80
Acetato de paladio (1)) 224 .49 0.044 0.025 -
Carbonato de potasio 138.21 2.15 2.00 -
Solucion de hidroxido de sodio
40.00 - - -
(5%)
Paso 3
F.
CO,H 1) Acido metansulfénico = N
N NH, F 2)Pentéxido fosforoso | N
I + N NS N
Nz ) 3) 100°C, 4-6 hrs. H
NH, 4) H,0, NH,OH
3,4-diaminopiridina Acido 2-fluorobenzoico . Nicleo (2)
PM =109.13 PM = 140.11 PM =213.2

Se cargb al reactor acido metansulfonico, seguido por pentoxido
fosforoso (1.00 eq) en porciones mientras se:mantuvo el contenido a 23°C. Se
cargé 3,4-Diaminopiridina (1.00 eq) en porciones mientras se mantuvo el
contenido de 20 a un maximo de 50°C. Luego se cargé acido 2-Fluorobenzoico

(1.09 eq). La mezcla se calenté a 100°C y la reaccion se monitored mediante
HPLC hasta que se completd. '

El contenido fue ajustado a 10°C y se cargd agua mientras se mantuvo
el contenido a un maximo de 25°C. Luego de agitar la mezcla a esta
temperatura durante 1 hora, se filtré dentro del segundo reactor.

Al filtrado en el segundo reactor se le adicioné hidréxido de amonio al
27% hasta que el pH estuviera entre 6.0-6.5. La temperatura del contenido fue
mantenida a un maximo de 30°C. El compuesto liquido diluido resultante fue
agitado a 22°C durante un minimo de 1 hora y se adicion6 posteriormente
hidroxido de amonio al 27%, hasta que el pH estuvo entre 8.0-9.3. EI

compuesto acuoso fue agitado adicionalmente a 22°C por un minimo de 2
horas.
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El producto fue filtrado, lavado con agua dos veces, y secado a un

maximo de 60°C bajo vacio, hasta que el contenido de agua no era mas del

- Razoén Razon Razon
Materiales P.M.
: p/p molar vip

Hidréxido de amonio, 27% 35.05 - - -

3,4-diaminopiridina 109.13 1.00 1.00 -
‘ Agua de beber 18.02 24.00 - 24.00

~ Acido 2-fluorobenzoico 140.11 1.40 1.09 -

} Acido metansuifénico 96.10 7.00 - 470
. Pentéxido fosforoso 141.94 1.30 1.00 -
Paso 4
o OO

— — //

0 [ = N\ N# N
] \E CN Y ¢l Nz NH>_§j> W F

1 o)\rg’&o Bk Niicleo (2) N
CFy c 7 PM =213.2 CF,
CF;
' DMF
DCE
y CFy NAOH acuoso CF,
“ Compuesto (2a) | CF; n
PM = 306.21 Compuesto (1)

1%. Si fiese necesario, el producto es molido para remover grandes terrones.

PM =517.41

Se carg6 al reactor el compuesto 2a (1.24 eq), cloruro de metileno y

acido triclorociandrico (0.941 eq). La mezcla se llevé a reflujo y se agitd bajo

reflujo hasta que la reaccion se completo.

La mezcla de reaccion se enfrié a 22°C y se adicioné celite. Luego de

agitar por un minimo de 30 minutos, la mezcla se filtré y se lavd

subsecuentemente con cloruro de metileno 3 veces dentro del segundo reactor.

La torta de filtro estaba dispuesta. Al filtrado en el segundo reactor se le

adiciond hidréxido de sodio acuoso al 3% mientras se mantuvo el contenido a

22°C. La mezcla se agité durante 1-2 horas y las capas se separaron. La capa

organica del fondo se transfirid con el proceso de limpieza del primer reactor y

se concentré bajo vacio con una maxima temperatura de enchaquetamiento de
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45°C. Se adicioné cloruro de metileno y la mezcla fue finamente filtrada con el
proceso de limpieza del segundo reactor.

El filtrado se concentr6 bajo vacio con una temperatura maxima de
enchaquetamiento de 45°C. Se adicioné dimetiformamida (DMF) y los
contenidos fueron adicionalmente concentrados. La mezcla se ajust6 a 22°C y
se adiciond6 DMF seguido por el compuesto nucleo 2 (1.00 eq) e hidréxido de
sodioacuoso al 10% mientras se mantuvo el contenido a 22°C. La mezcla
resultante se agité a 22°C hasta que la reaccion fue monitoreada mediante
analisis HPLC. Sobre el periodo de reaccién, el pH del contenido fue
monitoreado e hidréxido de sodio acuoso al 10% se adicioné para mantener el
pH a 11-12 seguln el pH metro. Luego de la reaccion, se adiciond hidroxido de
sodio al 10% mientras los contenidos se mantuvieron a 22°C. La mezcla se
diluy6é con DMF y se agitd por 2 horas. La mezcla se filtré durante un minimo
de 1 hora como parte del primer proceso de limpieza del primer reactor,
conteniendo agua, mientras se mantuvieron los contenidos a 16°C y entonces
se lavaron subsecuentemente con DMF. El compuesto acuoso resultante se
agité durante 1-3 horas a 22°C.

El producto crudo se filtro y se lavo con agua y luego con metil butil éter
terciario (MTBE). El producto crudo himedo. fue descargado desde el filtro y
transferido dentro del primer reactor, y se le adicion6 acetato de etilo (AcOE).
La mezcla fue calentada a reflujo y agitada a temperatura de reflujo hasta que
todos los sdlidos se disolvieron. El nivel de agua debe ser menor al 6%. Con

rampa de enfriamiento, el contenido se ajusté a 22°C durante un minimo de 4
horas. |

El producto cristalizado se filtré y se lavdé con AcOEt y se cargé en el
primer reactor. Se adicioné acetato de etilo. La mezcla fue calentada a reflujo y
se agitd a esa temperatura hasta que todos los sélidos se disolvieron. El nivel
de agua no debe ser menor al 1%. La mezcla fue filtrada en caliente por medio

de un filtro fino dentro del segundo reactor (AcOEt preacondicionado), lavado
subsecuentemente con AcOEt.
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El producto se concentrd bajo presién atmosférica. Luego de ajustarlo a
65°C y adicionarlo en AcOEt, el bote se ajusté a reflujo y se agitd a reflujo
durante cerca de 30 minutos. El contenido de agua fue revisado, y si el nivel de

agua era mayor al 0.2%, el mismo ciclo era repetido.

Una vez el nivel del agua estuvo en un maximo del 0.2%, el contenido se
ajusté a reflujo y entonces se agitd bajo reflujo durante 1-3 horas. Con una
rampa de enfriamiento, el contenido fue ajustado a 22°C durante un minimo de

4 horas y entonces se agitd a esa temperatura durante un minimo de 8 horas.

El producto se filtrd, se lavé con AcOEt y se seco bajo vacio a un
maximo de 60°C. El producto luego fue molido.

Razén Razén Razén
Materiales P.M.
p/p molar vip
3-(2,4-Bis(trifluorometil)-fenil)-
- 306.21 1.00 1.00 -
6-metilpiridazina
t-butil metil éter 88.15 - - -
Tierra de diatomaceas (celite) - -
N,N-dimetilformamida 73.10 6.90 - 7.30
Agua de beber 18.02 27.72 - 27.72
Acetato de etilo 88.11 33.90 - 37.70
2-(2-fluorofenil)-imidazo-[4,5-
o 213.21 0.560 0.78 -
c]piridina, GS-9133 ;
Cloruro de metileno 84.93 - 16.50 - 12.50
Hidréxido de sodio 40.00 1 0.276 - -
Acido tricloroisocianurico 232.41 0.315 0.415 -

Espectro de resonancia magnética nuclear (‘H-, '°C-. y '°F- RMN)

El espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) del compuesto (1)
es consistente con la estructura propuesta. El espectro '*C, '°F y '"H RMN del
compuesto (1) en DMSO-dg fue medido usando un espectrometro Varian
Unitylnova-400 FT-NMR. EI espectro es mostrado en la tabla de abajo. El
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asignamiento de los desplazamientos quimicos del RMN se establecid
utilizando experimentos de correlacion 2D (COSY, HSQC, HMBC vy
HSQCTOCSY).

Referencia estandar para el asignamiento de los desplazamientos
quimicos de 'H y "*C RMN para el compuesto (1)

, 6F'Ippm
Atomo 6C/ppm (DMSO-dg) SH/ppm (DMSO-ds)
(DMSO-ds)
1A 140.16
2A 128.32 (q°, Jer = 32 Hy)
3A 123.61, m 8.24 (m, 1 H)
4A 130.27 (q, Jcr = 34 Hp)
5A 129.54 (q, Jcr = 3 Hp) 8.22 (m, 1 H)
6A 133.36 7.88 (m, 1 H)
7A 123.20 (q, Jcr = 273 Hy) -56.4°
8A 123.02 (q, Jcr = 275H7) -62.0°
1 158.76
8.01(d,1H, J=84
2B 128.16
Hz)
7.95(d, 1H,J=88
3B 126.20
' Hz)
4B 157.70
5B 60.49 6.17 (s, 2 H)
2C 131.86 8.31 (m, 1 H)
3C 112.63 7.86 (m, 1 H)
4C 155.44
6C 168.11 (d, Jer = 6 Hy)
8C 145.08
9C 133.06 9.25(s, 1 H)
1D 123.11 (d, Jcr = 10 Hp)
2D 160.46 (d, Jcr = 254 Hy) 1117
3D 116.59 (d, Jcr = 22 Hy) 7.29 (m, 1 H)
4D 130.84 (d, Jcr = 8 Hp) 7.46 (m, 1 H)
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5D 124.13 (d, Jor = 4 Hy) 7.31(m, 1 H)

6D 131.72 (d, Jer = 2 Hy) 8.35 (m, 1 H)

a. multiplicidad, s: singlete, d: doblete, q: cuarteto, m: multiplete
b. sefales intercambiables

Calorimetria diferencial de barrido

Muestras del compuesto (1) (amorfo) designado como "Lote de
inventigacién 6" fueron hechas de acuerdo con el método publicado como
ejemplo 1a en WO 08/005519, el cual es incorporado enteramente como
referencia. Las muestras remanentes fueron compuesto cristalino (1). Las
muestras se sometieron a medida utilizando un aparato de calorimetria
diferencial de barrido (DSC) (DSC2010, fabricado por TA Instruments
Corporation), bajo atmdsfera de nitrégeno, peso de muestra 5+1 mg, razén de
aumento de temperatura: ya sea 1°C por minuto, 5°C por minuto o 10°C por
minuto, bandeja de aluminio abierta y estandar de aluminio como referencia. Se
determinaron la entalpia, la temperatura de inicio extrapolada y la temperatura
de apice en un pico endotérmico sobre la curva DSC obtenida.

Los resultados DSC para el lote de investigacion 6 y para lotes
representativos de base libre cristalina del ejemplo (1) aparecen resumidos en
la Tabla 1y en las figuras 4 y 5, respectivamente. Cuando la forma cristalina
del compuesto (1) se sometié a un barrido de DSC a 1°C/minuto, la entalpia del
pico endotérmico fue de alrededor de 80 J/g, y la temperatura de inicio
extrapolada fue de 233.2°C +2.0°C. El apice del pico endotérmico fue de
233.9°C +£3.0°C.

Tabla 1. Ejemplo de valores de DSC obtenidos para lotes del compuesto (1)

Barrido a 10°C/min . .
Barrido a 1°C/min
pico de inicio pico
o pico de inicio pico principal entalpia (J/g)
principal
9190 Ref Std 235.8 237.2 233.7 2346 89.5
9190-A-1 n/a n/a 234.8 234.0 --
9190-B-1 cultivo 2 235.2 237.4 231.6 232.2 78.5
9190-B-1 cultivo 2 236.1 238.5 234.3 235.6 80.9
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** Lote de

_ o 2202 221.3 | pendiente | pendiente 39.1
investigacion 6

Nota: Todos los datos en °C except para la entalpia
** Barrido a 5°C/min reportado para Lot 6

Difractometria de rayos-X en polvo - Estudio 1

Las muestras hechas mediante el ejemplo 1a de WO 05/063744 y
mediante el método de la presente invencion fueron analizadas en las
condiciones de recibo, unicamente mezclandose con la espatula antes del
analisis. Una muestra se mantuvo en una celda de aluminio, y la medida se
desarrolld utilizando un difractometro de rayos-X en polvo (XRD-6000,
Shimadzu Lab X, fabricado por Shimadzu Corporation, Fuente de rayos X: rayo
de Cu-Ka1, voltaje del tubo: 35 kV, corriente eléctrica del tubo: 40 mA,
velocidad de escaneo: 2° por minuto, modo de barrido continuo, inclinacion de
muestra; 0,029; rango de barrido: 4-352, rotacién del eje B: 60 rpm).

Los cristales del compuesto (1) ascicular no micronizado obtenidos

mediante el métod de la presente invencion tienen un patrén de difraccion de

rayos X en polvo que tiene picos de difraccién caracteristicos a los siguientes

angulos de difraccion 26 (%): 13.46, 15.59, 16.90, 17.48, 23.06 y 30.15, tal como
se midié en el difractdmetro de rayos X en polvo (Figura 1). Nétese que la
forma cristalina (1) no micronizada fusionada a 235°C "fusion alta" ascicular
probada en este ejemplo muestra algunos: efectos debido a la orientacién
preferida y al tamarfio de particula. Como resultado, la figura 1 debe
considerarse meramente ejemplificante porque las variaciones en el tamano del
cristal y la orintacion cambiardn la magnitud de los picos en el gréafico.
Adicionalmente, los valores de los picos de difraccion en los angulos de
difraccién 26 (%) arriba mencionados pueden mostrar un ligero error de medida
debido al instrumento de medida o a las condiciones de medida y similares.
Tipicamente, el error de medida esta dentro del rango de alrededor de + 3. La
especificacion para el Shimadzu XRD-6000 es + 0.04. Adicionalmente, alguna
variacion en las posiciones de los picos pueden esperarse debido a la variacion
del producto y del experimento, de manera que dichas posiciones deben
considerarse de manera aproximada.
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La forma del compuesto (1) en estado sélido a 220°C "fusion baja"
conformado mediante el producto hecho segin el método del ejemplo 1a (o en
el método de aqui previo al paso de reslurry) da un patrén de difraccién de

rayos X en polvo consistente con el material amorfo (figura 3).

El compuesto (1) obtenido mediante el método de la presente invencion
exhibe tipicamente una solubilidad intrinseca de 0.7 microgramos/ml, un pKa
de 5.8, log P de 2.8; y un perfil de solubilidad de media geométrica (3 grupos) a
pH 2 de 458 microgramos/ml y a pH 7.3, 0.7 microgramos/ml. La solubilidad
media geométrica (3 grupos) en fluidos intestinales simulados (en ayunas: pH
6.4, lecitina 0.75 mM, taurocolato de sodio 3 mM, 270 mOsmol; alimentado: pH
5.0, lecitina 3.75 mM, taurocolato de sodio 15 mM, 636 mOsmol)fueron 19.1

microgramos/ml (en ayunas) y 122 microgramos/ml (con alimento).

Los parametros de medida varian de lote en lote, de manera que todos
los parametros previamente mencionados, excepto el peso molecular, deben
ser considerados de manera aproximada.

La titulacidn con acidos reveld una alta solubilidad con el contrién

mesilato (>20mg/ml) comparado con cloruro (alrededor de 0.6 mg/ml) o sulfato
(alrededor de 0.5 mg/ml).

Difractometria de rayos X en polvo - Estudio 2

Otra muestra del compuesto cristalino (1) preparado mediante el método
de la presente invencion fue analizada en la misma forma que el estudio 1,
excepto que el difractometro de rayos X en polvo fue un PANaly tical X'pert Pro
MPD PW 3040 Pro, fabricado por PANaly tical Inc., utilizando como fuente de
rayos X: rayo de Cu-Ka (1.54059 A), voltaje de tubo: 45 kV, amperaje: 40 mA,
rabgo de barrido: 1 -55 °26, tamario de paso: 0.008 °28, tiempo de recoleccion:
3373 s, velocidad de barrido: 0.9° por minuto, rendija: DS: 1/2°, SS: 1/4°,
tiempo de revolucion: 0.5 s, modo: transmisidn. Los resultados son
representados en la Figura 2.
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Ejemplo 2

Formulacién de composiciones utilizando el compuesto (1)

El compuesto cristalino (1) es utilizado como un intermediario para
producir soluciones farmacéuticamente aceptables. Los siguientes ejemplos
son hechos sobre una base peso a peso para lograr un 10% de agente activo
p/p. Para hacer 12 kg de solucién, composiciones cuantitativas ejemplificantes

de capsulas del compuesto (1), 20 mg y 40 mg son listadas abajo.

@

Composicion cuantitativa de cépsulas.del compuesto (1), 20 mg y 40 mg

. Férmula por
unidad de capsula | Referencia _
Componentes % plp ) . Funcién
(mg/unidad) compendial
20mg | 40mg
_ Ingrediente
Compuesto 1 10.00 20.0 40.0 Ninguna _
| activo
Acido oleico 84.55 169.1 338.2 NF Solvente
Polisorbato 80 5.00 10.0 20.0 NF Surfactante
Hidroxitolueno ’
------ \ _ 0.10 0.2 04 NF Antioxidante
] butilado (BHT)
Hidroxianisol :
) 0.35 0.7 1.4 NF Antioxidante
butilado (BHA)
Solucién sellante de Sellador de
capsula® capsula
- --° -° uspP P
Etanol ) -
3 - --P P USP
Agua purificada -
Céascara de capsula
Shell, Size 0 Cascara de
' ™ N/A 1 1 ninguna .
Licaps capsula
Blanco opaco
Total 100.00 | 200.0 400.0

? La composicién es 1:1 p/p solucién etanol:agua

® Removida durante el proceso de sellado de la capsula
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» Contenedor/recipiente: acero inoxidable de 12 kg

e Pesar lo siguiente en orden:

e 0.012 kg de hidroxitolueno butilado (0.10%)

¢ 0.035 kg de hidroxianisol butilado (0.35%)

e 1.2 kg de base libre del compuesto (1) (10%)

* 0.6 kg de polisorbato 80 (5%) pesado

e 10.153 kg de acido oleico (equivalente a 84.55 g (84.55%))

Las capsulas del compuesto cristalino (1) solubilizado, 20 mg o 40 mg,
son fabricadas a través de una serie de pasos de procesos unitarios. La
sustancia farmaco del compuesto (1), acido oleico, polisorbato 80,
hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA) son mezclados
hasta lograr una solucién. La soluciéon es llenada dentro de 2 piezas de
capsulas de gelatina dura. Las capsulas cerradas son posteriormente selladas
con una solucién hidroalcohdlica, la cual es evaporada durante el proceso de
sellado. Una prueba de pérdida de vacio es desarrollada sobre las capsulas
selladas antes del empaquetamiento.

Formulaciones alternativas

El compuesto cristalino de formula (1) es opcionalmente utilizado como
un intermediario para ser formulado dentro de una forma solubilizada con los
siguientes agentes:

o Acidos grasos (de cadena corta, media y larga, asi como saturada o
insaturada), tipicamente C, a Cy. Acidos grasos tipicos son el acido
linoleico, acido laurico, acido caprico o acido oleico.

» Alcoholes tales como etanol, alcohol bencilico, glicerol, polietilen glicol
200, polietilen glicol 300, polietilen glicol 400.

e Surfactantes, incluyendo tanto surfactante i6nicos como no iénicos.
Ejemplos de surfactates no iponicos son ésteres de acidos grasos de
polioxietilen sorbitan, éster de acido graso de sorbitan, derivados de
polioxietileno de aceite de risino, polioxietilenglicerol oxiestearato,
polietilenglicol 60, aceite de risino hidrogenado y/o copolimeros de
bloque de éxido de etileno y éxido de polipropileno.
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» Antioxidantes, por ejemplo hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), palmitato de ascorbilo, vitamina E, y/o vitamina E
succinato de PEG 1000 para estabilidad quimica.

e Inductores de viscosidad (diéxido de silicio, polietilen glicoles, dxido de
titanio y similares).

e y mezclas de lo anterior

La encapsulacion puede ser desarrollada en una gelatina elastica suave
0 en una capsula de hidroxipropil metil celulosa dura. La formulacion liquida

(solucién o solucién encapsulada) proporciona una biodisponibilidad oral
mejorada. '

Contenido de las capsulas
La composicion y preparacion de las capsulas de gelatina elastica suave
es bien conocida en el arte. La composicién tipicamente comprende entre 30-
50% en peso de gelatina, 10-40% de plastificante o una mezcla de
plastificantes y alrededor de 25-40% en peso de agua. Los plastificantes
pueden ser glicerina, sorbitol o derivados de sorbitol, propilen glicol y similares,

0 una combinacion de los mismos.

Varios métodos pueden ser usados para la fabricacién y llenado de las
capsulas de gelatina elasticas suaves tales como maquinas rotativas, lineales o
accogel, y similares. Capsulas HPMC o de gelatina dura pueden ser
compradas a Capsugel, Greenwood, S.C. y otros proveedores. Las capsulas

son llenadas manualmente o mediante una maquina de llenado de capsulas.

Preparacioén de la formulacién

En general, las composiciones de esta invenciéon pueden ser preparadas
de la siguiente manera. Los ingredientes se mezclan en una vasija de tamario
apropiado utilizando un mezclador de techo (el tanque de mezclado puede ser
purgado con nitrogeno). El acido graso farmacéuticamente aceptable y el
antioxidante farmacéuticamente aceptable son mezclados a temperatura
ambiente. (La solucién puede ser calentada a una temperatura apropiada si es
necesario, por ejemplo a alrededor de 45°C en el caso de acido laurico, con el

fin de licuar el &cido graso). El compuesto de formula (1) es adicionado y
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agitado hasta su disolucién. El surfactante farmacéuticamente aceptable es
adicionado a la mezcla. El peso apropiado de la mezcla resuitante es colocada

dentro de las capsulas de gelatina dura.

Composicion de formulaciones adicionales

Compuesto de

formula (1) 50
PEG 400 82.8
EtOH 9.2
Total 100.0
Compuesto de 8.0
formula (1)
EtOH 11.0
PG 7.4
Maisine 35-1 36.8
Cremophor 36.8
RH40
Total 100.0
Compuesto de 8.0
férmula (1)
Acido oleico 92.0
Total 100.0
Compuesto de 8.0
férmula (1)
Acido oleico 73.6
EtOH 9.2
Tween 20 9.2
Total 100.0
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Compuesto de

8.00%
férmula (1)
Acido oleico 87.40%
Tween 80 4.60%
Total 100.00%
COMPUESTO
DE FORMULA 20.00%
(1)
Acido oleico 80.00%
Total 100.00%
COMPUESTO
DE FORMULA 20.00%
(1)
Acido oleico 76.00%
Tween 80 4.00%
Total 100.00%
COMPUESTO
. 8.00%
DEFORMULA (1)
Acido oleico 86.47%
Tween 80 4.60%
Aerosil 200 0.92%
BHT 0.01%
Total 100.0%
COMPUESTO
DE FORMULA 8.00%
(1)
Acido oleico 85.55%
Tween 80 4.60%
Aerosil 200 1.84%
BHT 0.01%
Total 100.0%
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COMPUESTO
DE FORMULA 8.00%
(1)
Acido oleico 85.55%
Tween 80 4.60%
Aerosil 200 1.84%
BHT 0.01%
Total 100.0%
COMPUESTO
DE FORMULA 10.00
(1)
Acido oleico 84.55%
Tween 80 5.00%
BHA 0.35%
BHT 0.1%
Total 100.0%

Ejemplo 2a

Formulacién micronizada del compuesto (1)

La sustancia medicamentosa micronizada (Jet mill-00 a 60-80 psi;
tamarno promedio 3-4 micrones, alrededor de 7-8 metros cuadrados/g) se secd
mexclada con lactosa, celulosa microcristalina, croscarmelosa de sodio, lauril
sulfato de sodio, acido tartarico, e hidroxipropil celulosa. La mezcla fue
granulada mediante pulverizacion de la solucion de mezcla. Los granulos se
secaron en un lecho fluido. El tamafio de los granulos secos fue controlado
mediante el paso por un molino, y luego se mezclé con celulosa microcristalina
y croscarmelosa adicionales. La mezcla pulverizada fue lubricada mediante la

adicion de estearato de magnesio y entonces se comrimié dentro de tabletas
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utilizando una prensa de tabletas rotatoria. Las tabletas fueron posteriormente
recubiertos con una pelicula.

La tabla de abajo es un resumen de las diferentes formulaciones
probadas en perros en dosis de 40 mg del compuesto (1), lo que corresponde a
aproximadamente 4 mg/kg. La tabla ilustra el desempefo superior de las
formulaciones del compuesto (1) solubilizadas.

Resumen de datos In-vivo

Carga
Forma de de Cmax AUC,, F RSD
. Proceso | Férmula
dosis farmaco (MM) (MM hr) (%) (%)
(%)
. Llenado en
Sdlido PIC 50 0.7 2.9 8 52
polvo
Acido
o 20 4.8 25 79 17
caprico
Acido
) Llenado . 20 26 14.3 44 29
Solubilizado laurico
liguido
. 8 3.8 23 67 27
Acido
] 20 2.1 14 44 56
oleico
25 7.9 42 125 24
Solo
20 0.4 4.4 13 85
SLS
Cizalladura | SLSy
20 - 0.4 2.7 8 82
_ alta tartarico -
Sélido
SLSy
) 20 0.9 6.9 20 67
tartarico
Lecho SLSy
. 20 0.3 4.4 14 77
fluido tartarico

2 utiliza API micronizada

® Dosificado en perros tratados con pentagastrina para reducir el pH del
estdbmago
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Eiemplo 3

Actividad antiviral del compuesto (1)

El compuesto de la invencion presenta actividad anti replicon de VHC
(ensayo descrito en WO 05/063744) contra ambos genotipos 1a y 1,
extremadamente baja toxicidad (>50,000 nM en células Huh-7, HepG2 y MT4),
y un indice de selectividad altamente favorable. El compuesto es

sustancialmente menos activo contra el genotipo 2a.

Actividad del compuesto 1 contra los replicones de los genotipos 1y 1a de
VHC

Células de replicon de genotipo 1 (Con-1/lucneo) y 1a (H77/neo) de VHC
fueron incubadas con diluciones seriales del compuesto (1) 2'C-metil adenosina
(2CmeA) o IFNa por 3 dias en la ausencia o presencia de 40 mg/ml de
albumina sérica humana (ASH). Luego de la incubacion, los niveles de ARN de
replicon en las células tratadas se determiné ya sea mediante un ensayo de
reporte de luciferasa (1 replicon) o mediante un ensayo PCR cuantitativo en
tiempo real (1a replicon) y los puntos de datos fueron utilizados para calcular
los valores ECso (concentracion inhibitoria efectiva del 50%) para los
inhibidores. El compuesto (1) mostr6 capacidad para inhibir tanto el replicon del
genotipo 1 como el del tipo 1a, con vélores ECso de 06 y 3.6 nM,
respectivamente (Tabla A). En la presencia de albumina sérica humana, los
valores ECso del compuesto (1) se incrementaron a 11 nM.

Tabla A: Actividad del compuesto (1) contra los replicones de los genotipos 1y
1a de VHC |

PCT/US2008/008259

ECso [nM]?
VHC 1-lucneo 40
Compuesto VHC 1-lucneo VHC-1a
mg/mL ASH
1 0.6+0.28 11 36+14
2'CmeA 175+ 70 250 170
IFN-a 2 lU/mL n.d. n.d.

n.d., no determinado; ASH, albGmina sérica humana
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® Valor ECso medio y error estandar determinado de al menos 4 experimentos

independientes

Actividad del compuesto(1) contra el replicon del genotipo 1a de VHC y virus

La actividad antiviral del compuesto (1) contra el genotipo 2a fue
probada en células infectadas crénicamente con el virus del genotipo 2a asi
como en ceélulas replicando un replicon subgenémico 2a. Células Huh-7
conteniendo el virus crénicamente replicante de VHC del genotipo 2a (J6/JFH-
Rluc) o replicones subgenémicos fueron cultivados con el compuesto (1) 6
2'CmeA durante 3 dias en la ausencia de albimina sérica humana. Luego del
cultivo, se determind la cantidad de luciferasa en células que contienen el virus
2a y la actividad NS3 proteasa del virus de VHC en las células conteniendo el
replicon, utilizando el ensayo de luciferasa de Promega's y un nuevo ensayo de

fluorescencia resuelto a tiempo, respectivamente.

La actividad antiviral del compuesto (1) se redujo significativamente tanto
en el modelo de cultivo de célula infectada cronicamente con VHC-2a (ECsp =
2.9 nM), como enel modelo de replicon subgenémico (ECso = 21.9 nM), en
comparacion con las células Huh-7 que replican un replicén subgenémico VHC-
1 (ECso = 0.0006 pM) (Tabla 2). Tomados juntos, esos resultados sugieren que
la reduccion en la potencia para el compuesto (1) contra el genotipo 2a del
VHC puede deberse a las diferencias genotipicas entre el genotipo 1 y el
genotipo 2 del VHC.

Tabla B: Actividad del compuesto (1) contra los genotipos 1 y 2a del VHC

ECso [nM]?
VHC 1-lucneo
_ VHC 2a (replicon VHC-2a (virus
Compuesto (replicén
. subgenémico) reportero)
subgenomico)
1 0.6 +0.28 21898 + 18972 2900 * 1250
2'CmeA 17570 1610 + 1099 194 £ 26
IFN-a 2 1U/mL n.d. 1.2 lU/mL

n.d., no determinado, ASH, albimina sérica humana

? Valor ECso medio y error estandar determinado de al menos 4 experimentos
independientes
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El compuesto (1) fue evaluado con fespecto a su toxicidad en una
variedad de tipos celulares incluyendo lineas celulares que contienen
replicones de VHC (Huh-7, SL3 y MH4) y lineas celulares que no contienen
replicones (HepG2, MT4), usando un ensayo de viabilidad celular CellTiter-Glo
de luminiscencia. No se observaron efectos toxicos en ninguna de las lineas
celulares alas concentraciones mas altas ensayadas (50pM) (Tabla C). Esos
resultados, acoplados con su potente actividad antiviral (ECso = 0.62-3,6 nM)
en replicones VHC-1 y VHC-1a, indican un alto indice de selectividad
(CC50/EC50>13,000-80,000) para el compuesto (1).

Tabla C: Citotoxicidad del compuesto (1) en lineas celulares que contienen un
replicén de VHC

CCso [UM]?
Compuesto |  Huh-7 SL3b MH4° HepG2 MT4
lucneo
1 >50 >50 >50 >50 >50
2'CmeA 72+6 3.9 16 243+21 | 35+19

n.d., no determinado; ASH, albunica sérica humana

? valor CCso medio y error estandar determinado de al menos 4 experimentos
independientes

® lineas celulares que contienen el replicon de VHC

Actividad anti-VHC del compuesto (1) en combinacién con IFNIn Vitro
Interferén-a pegilado (PEG-IFN-a), en combinacién con ribavirina,
representa el actual estandar de cuidado para pacientes infectados con VHC.
Estudios de combinacion in vitro del compuesto (1) e IFN-a se desarrollaron en
células de replicon. Los datos fueron analizados utilizando el modelo
MacSynergy desarrollado por Prichard y Shipman. Los resultados de esos

estudios sugieren una interaccién aditiva entre el compuesto (1) e IFN-a.

Ejemplo 4 -

Datos antivirales, farmacocinéticos y de sequridad para el compuesto (1) en

una prueba de fase 1 por primera vez en humanos sobre sujetos infectados con

el genotipo-1 del VHC
a4
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Se disefi6 una prueba aleatoria, doble ciego, de placebo controlado para
evaluar la tolerabilidad/seguridad, la farmacocinética y la actividad antiviral de
dosis simples (en la Parte A) y multiples (en la Parte B) del compuesto (1)
(solucién de acido oleico, arriba) en sujetos infectados crénicamente con el
genotipo 1 del VHC (GT-1) sin cirrosis descompensatoria. Los sujetos
prospectivos tienen 18-60 afios de edad, son ingenuos con respecto al
tratamiento de VHC, y en general tienen buena salud.

En la Parte A completa, 5 cohortes sucesivos de 6 sujetos fueron
aleatorizados (5:1) para recibir dosis ascendentes simples del compuesto 1 (,
40, 120, 240, 240-con comida 0 480 mg).o pIacébo. Enkel curso de la parte B, 4
cohortes sucesivos de 12 sujetos son aleatorizados (10:2) para recibir dosis
ascendentes multiples del compuesto 1 (40 mg BID, 120 mg BID, 240 mg QD,
240 mg BID) o placebo, durante 8 dias.

31 sujetos inscritos en la Parte A tenian una edad promedio de 43.6
afios, predominantemente masculinos (20/31)’. caucasicos (25/31) e infectados
con ya sea el genotipo 1-a (24) o el 1 del VHC. La linea base media (rango) de
la carga viral fue de 6.6 Log'® ARN IU/mL (5.2-7.3). Las dosis simples del
compuesto (1) fueron bien toleradas, sin eventos adversos serios o limitantes
del tratamiento reportados (Aes). El AE mas comun fue el dolor de cabeza.
Todos los Aes fueron leves en severidad, con la excepcién de un dolor de
cabeza moderado. No hubo anormalidades de laboratorio de tratamiento
emergente grado 3 0 4.

E! tiempo de vida media del compuesto (1) en plasma estuvo en el rango
entre 10 a 15 horas en las cohortes. La exposicion sistémica se incrementd 2
veces cuando el compuesto (1) se administré con comida rica en grasa. La
concentracion media del compuesto (1) 24 horas después de ingerir la dosis de
240 mg fue ~ 7 veces mas alta que el valor ECsq del replicon de GT-1 de VHC
de enlace de proteina ajustada in vitro. Siguiendo la exposicion de dosis
simple, el efecto antiviral maximo fue observado a 24 horas, con un rango de
declinamiento medio entre 0.46 a 1.49 Log'®VHC ARN IU/mL en las cohortes.

Los declinamientos individuales de ARN de VHC entre todos los recipientes del
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compuesto (1) estuvieron en el rango entre 0.i19 a 2.54 log' WU/mL luego de

exposicion de dosis simple.
Esta es la primera demostracion clinica de la actividad antiviral del j

compuesto (1). La exposicion de dosis simple al compuesto (1) fue bien

tolerada, demostrando PK favorables y potentelactividad antiviral.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto cristalino de formula (1)

1)

y sus sales, los cuales estan sustancialmente libres de compuesto (1) amorfo.

2. El compuesto cristalino de la reivindicacién 1 que tiene un comienzo
endotérmico a alrededor de 235°C en el perfil de calorimetria de barrido
diferencial (DSC).

3. El compuesto cristalino de la reivindicacién 2 que tiene un calor de fusion
(DHy) de alrededor de 81 J/g (42 KJ/mole).

4. El compuesto cristalino de la reivindicaciéon 3 que tiene al menos un pico
aproximado a un angulo de difraccién 26 (°) de alrededor de 17 medido

mediante difractometria de rayos X en polvo.

5. El compuesto cristalino de la reivindicacion 1, el cual es la base libre.

6. El compuesto cristalino de la reivindicaciéon 1, en la forma de agujas o
varillas.

7. Una composicion que comprende el compuesto cristalino de la

reivindicacidon 1 conteniendo menos de alrededor del 40% en peso del
compuesto (1) amorfo.

8. Una composicidn que comprende el compuesto cristalino de la
reivindicacién 7, el cual contiene menos de alrededor del 10% en peso del
compuesto (1) amorfo.
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9. Una composicion que comprende el compuesto cristalino de la
reivindicacién 8, en donde el compuesto (1) cristalino contiene menos de
alrededor de 100 ppm de cloruros.

10. ElI compuesto cristalino de la reivindicacion 1, el cual ha sido
micronizado.

. 11.  El compuesto cristalino que es la base libre sustancialmente libre del

-

compuesto (1) amorfo y alguna otra forma cristalina del compuesto (1).

12. El compuesto cristalino de la reivindicacion 1, el cual esta

sustancialmente libre de la sal cloruro del compuesto (1).

13.  Una composiciébn que comprende el compuesto cristalino de la

- reivindicacion 1 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14.  Un método para hacer el compuesto cristalino (1)

¢y

que comprende cristalizar el compuesto (1) del solvente de cristalizacion y
controlar la cantidad de agua en el solvente de cristalizacion.

15. El método de la reivindicacion 14, en donde el compuesto (1) es
cristalizado del solvente acetato de etilo o acetato de etilo/alcohol isopropilico

que contiene menos de alrededor de 0.9% en peso de agua en el solvente.

16. El método de la reivindicacién 14, en donde la cantidad de agua es
controlada de manera que menos de alrededor del 10% en peso del compuesto
(1) amorfo se precipita durante la cristalizacion.
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17. El método de la reivindicacién 14, en donde el agua es controlada

removiéndola azeotrépicamente del solvente de cristalizacion.

18. El método de la reivindicacién 14 compfendiendo proporcionar agua en

el solvente de cristalizacion a una concentracién menor que alrededor del 10%.

19. El método de la reivindicacion 18 comprendiendo una pluralidad de
pasos de cristalizacion, en donde la cristalizacion es efectuada con solventes

que comprenden concentraciones de agua sucesivamente menores.
20. El método de la reivindicacion 18, en donde el ultimo paso de

cristalizacion es efectuado de un solvente que comprende menos de alrededor

de un 0.9% de agua.
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. LISTA DE CHEQUEO
ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREAGIONES

L@ 3 iy

PATENTE DE INVENCION [ | 'MODELO DE UTILIDAD [ ]

Art 33 Decision 486/00

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solioitante!o de la persona Qque presenta la solicitud
Descripcion de Ia invencion

!

L]

|:] Dibujos de ser estos pertinentes
L]

Comprobante de pago de las tasas 'establecidas»(De ser el caso formato de descuento)

Completa |:| : , Incompleta D

PATENTE DE INVENCION pCT X mopeLo e umiLibap peT [ Arta3 Decision 486100, Ciroutar Unica

& Indicacién que se solicita una PCT (/))

IX Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada iniciaimente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) (9 '
K‘ Dibujos de ser estos pertinentes (SB)

Comprobante de pago de las tasals establecidas

(de ser el caso formato de descuento) (Z)
Completa

Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ |

f (Art. 119 Decisién 486/00)
[:] ' Indicacion que se solicita Disefio industrial

|
Datos de identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud

D Representacion grafica y fotogréfica‘ del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio
D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D
ESQUEMA DE TRAZADO ||

(Art. 92 Decisién 486/00)

D Indicacién que se solicita un esquema de trazado _

D Datos de identificacion del sclicitante o de la persona que presenta la solicitud
D Representacion gréfica de un esquema de trazado
] Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa |:| ' [ncompleta D ‘
' » I '




