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FORMAS CRISTALINAS DE UN COMPUESTO 3-CARBOXIPROPIL-AMINOTETRALINA
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La invencidén se refiere a formas cristalinas de un compuesto
3-carboxipropil-aminotetralina gue son uUtiles como antagonistas
de receptores oploides mu. La invencidén también se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden dichos compuestos
cristalinos, a métodos para usar dichos compuestos para tratar o
mejorar condiciones médicas mediadas por la actividad de los
receptores opiocides mu, y a procesos Utiles para preparar dichos
compuestos.

Estado del arte

Se espera que los antagonistas de receptores opioides mu
sean Utiles para tratar o mejorar condiciones médicas mediadas
por la actividad de los receptores opioides mu. En particular, se
espera gue los antagonistas de receptores opioides mu
periféricamente selectivos sean utiles para tratar condiciones
tales como disfuncidn intestinal inducida por agentes opioides e
ileo poscperatorio. Las solicitudes provisionales estadounidenses
cedidas en comin No. 61/007.220, presentada el 11 de diciembre de
2007 y No. 61/049.219, presentada el 30 de abril de 2008, y la
solicitud estadounidense No. 12/331.659, presentada el 10 de
diciembre de 2008, revelan compuestos 3-carboxipropil-
aminotetralina. En particular, el compuesto &cido (5)-4-((25,35)-
7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-

ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico (compuesto 1):
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es revelado especificamente en estas sclicitudes y demuestra
actividad como antagonista de receptores opioides mu.

A fin de utilizar de manera efectiva este compuesto como
agente terapéutico, seria deseable obtener una forma en estado
s6lido que pueda ser facilmente preparada y que tenga estabilidad
fisica y gquimica aceptable. Por ejemplo, seria altamente deseable
obtener una forma fisica que sea térmicamente estable, por
ejemplo, a temperaturas gque excedan aproximadamente 160 °C o
aproximadamente 180 °C, y que no sea delicuescente, facilitando
de esta manera el procesamiento y almacenamiento del material.
Por lo general, se prefieren los sdélidos cristalinos por sobre
las formas amorfas, para reforzar la pureza y estabilidad del
producto elaborado.

No se han informado formas cristalinas del compuesto 1 en el
pasado. Por consiguiente, es necesaria una forma cristalina
estable del compuesto 1 gue no sea delicuescente y que exhiba
estabilidad térmica favorable.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén provee dos formas sdlidas cristalinas
distintas de dcido (S)-4-((25,3S)-T-carbamoil-1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-
butirico (1) y una sal clorhidrato cristalina del compuesto 1.

En forma sorprendente, se ha encontrado que una forma del
compuesto cristalino 1 no exhibe eventos térmicos significativos

por debajo de una temperatura de aproximadamente 162 °C, y exhibe
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un cambio de peso menor a aproximadamente 2,5% cuando se expone a
un rango de humedad relativa que oscila entre aproximadamente 2%
y aproximadamente 90% a temperatura ambiente. Asimismo, ni el
compuesto cristalino 1 ni la sal clorhidrato cristalina del
compuesto 1 son delicuescentes cuando se exponen a hasta
aproximadamente 90% de humedad relativa a temperatura ambiente.

Entre otros uscs, se espera que las formas sélidas
cristalinas de la invencidn sean Utiles para  preparar
composiciones farmacéuticas para tratar o mejorar condiciones
médicas mediadas por la actividad de los receptores opioides mu.
Por consiguiente, en otro de sus aspectos de la compesicidn, la
invencién provee una composicidén farmacéutica gque comprende un
portador farmacéuticamente aceptable y acido (S5)-4-((25,35)-7-
carbamoil~1,l-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico cristalino o la presente sal
clorhidrato cristalina,

La invencidén también provee un método para tratar o mejorar
una enfermedad o condicién mejorada mediante el tratamiento con
un antagonista de los receptores opioides mu, por ej. un
trastorno de movilidad reducida del tracto gastrointestinal, en
donde el método comprende administrar al mamiferc una cantidad
terapéuticamente efectiva de 4acido (S)-4-((25,38)-7-carbamoil-
1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino}-2-
ciclohexilmetil-butirico cristalino (1) o una sal clorhidrato
cristalina del compuesto 1.

La invencidén ademds provee un método para tratar disfuncidn
intestinal inducida por agentes opioides o ileo posoperatoric, en
donde el método comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente efectiva de acido (8)-4-((25,3S5)-7-carbamoil-

1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino}-2- ]\/\



ciclohexilmetil-butirice cristalino (1) o wuna sal clorhidrato
cristalina del compuesto 1.

En otro aspecto del método, la invencidén provee un proceso
para preparar un compuesto cristalino 1 en Forma I, en donde el
proceso comprende: dispersar acideo (8)-4-{(25,35}-7-carbamoil-
1,1i-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino}-2-
ciclohexilmetil-butirico (1} én un diluyente polar que comprende
entre aproximadamente 3% y aproximadamente 20% de agua para
formar una mezcla para proceso de cristalizacidn; mantener la
mezcla del proceso durante al menos aproximadamente 12 horas; vy
alislar los cristales resultantes de la mezcla del proceso.

En incluso otro aspecto del métcodo, la invencidén provee un
procesoc para preparar el compuesto cristalino 1 en Forma I, en
donde el proceso comprende  desproteger el intermediario
protegido, éster bencilico del acido (S)-4-((25,35)-7-carbamoil-
1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-
ciclohexilmetil-butirico, mediante hidrogendlisis catalitica en
presencia de un diluyente polar que comprende entre
aproximadamente 10% y aproximadamente 20% de agua para formar el
compuesto cristalino 1.

En los aspectos relacionados con 1la composicidén, la
invencién provee el éster bencilico del acido (8)-4-((25,35)-7~
carbamoil—l,1-dietil—3-metoxi—1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico y el aducto de bisulfito,
sodio, (S)—3-benciloxicarbonil—4-ciclohexil—l-hidroxi-butano—l—
sulfonato, que es util para la preparacidn del precursoer
protegido anterior para el compuesto 1.

La invencién también provee las formas sélidas cristalinas

de la invencién tal como se describen en la presente, para uso en
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terapia o como un medicamento, asi comc también el uso de una
forma sélida cristalina de la invencidén en la fabricacidn de un
medicamento, especialmente para la fabricacién de un medicamento
para tratar un trastorno asociado con actividad de los receptores
opioides mu en un mamifero.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Varios aspectos de la presente invencién se 1ilustran por
referencia a los dibujos adjuntos.

La Figura 1 muestra un patrén de difraccién de rayos X de
polvo (XRPD, del inglés X-Ray Powder Diffraction) de la forma
cristalina I del &cide (8)-4-({(2S5,35)-7-carbamcil-1l,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-~-ilamino)-2-ciclohexilmetil-
butirico de la invenciédn.

La Figura 2 muestra un trazado de calorimetria diferencial
de barrido (DSC, del inglés Differential Scanning Calorimetry)
(eje vertical del lado derecho) y un trazado de analisis térmico
gravimétrico (TGA, del inglés Thermal Gravimetric Analysis) (e]e
vertical del lado izquierdo) de la forma cristalina I del acido
(5)-4~-((2S,35)-7-carbamoil-1, 1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico de la
invencién.

La Figura 3 muestra un trazado de sorcién de humedad
dindmica (DMS, del inglés Dynamic Moisture Sorption) de la forma
cristalina I del 4cido (S)-4-((25,35)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-
butirico de la invenciédn.

La Figura 4 muestra un patrén de difracciédn de rayos X de
polvo de la forma cristalina II del A4&cido (S5)-4-((25,35)-7-
carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2- \\D

ilamino)-2-ciclohexilmetil~butirico de la invenciodn.



La Figura 5 muestra un trazado de calorimetria diferencial
de barrido (DSC) de la forma cristalina II del &cido (S)-4-
{{(28,35)-7T-carbamoil-1,1l-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico de la
invencidn.

La Figura 6 muestra un patrdén de difraccidn de rayos X de
polvo (XRPD) de una sal clorhidrato cristalina del acido (S5)-4-
((25,35)-T-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclochexilmetil-butirico de la
invencidn.

La Figura 7 muestra un trazado de calorimetria diferencial
de barrido (DSC) (eje vertical del lado derecho) y un trazado de
analisis térmico gravimétrico (TGA) (eje vertical del lado
izquierdo) de una sal clorhidrato cristalina del &cido (S)-4-
((28,38)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico de la
invencidn.

La Figura 8 muestra un patrdédn de difraccién de rayos X de
polvo {XRPD} de wuna sal clorhidrato cristalina del éster
bencilico del acido (S)~4-((25,35)-7T-carbamoil-1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-
butirico de la invencién.

La Figura 9 muestra un trazado de calorimetria diferencial
de barrido (DSC) de una sal clorhidrato cristalina del éster
bencilico del acido {(8)-4-((25,358y-7-carbamoil-1,1-dietil-3~
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino})-2-ciclohexiimetil~-
butirico de la invencién.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La invencién provee formas sdlidas cristalinas de acido (§)-

4-((25,38y-7~carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4- \/a
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supscribed to the within instrument and acknowledged to me tha@bheﬁhey—executed the same in
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‘Notario Pablico-California

Traduccién oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete oficial
segun resolucién No. 0369 del Ministerio de Justicia, del documento legalizado
mediante la APOSTILLA No. 612157 de 20 DE NOVIEMBRE DE 2008 expedida
en Estados Unidos de América correspondiente a un documento de poder en
inglés y espafiol (razon por la cual no se hace traduccion adicional), otorgado por
Ié sociedad THERAVANCE, INC, domiciliada en San Francisco, California,
Estados Unidos de Ameérica, el 13-de noviembre de 2008, firmado por Jeffrey A.
Hagenah, Ph.D., Vicepresidente & Consejero Principal de Patentes.

RECONOCIMENTO

Estado De California
Condado de San Mateo

El 13 de noviembre de 2008 ante mi, MARIA CHUAKAY, Notario
Pablico,

Nombre y Titulo del Oficial

personalmente comparecidé Jeffrey A. Hagenah

Quien probdé ante mi con base en evidencia satisfactoria ser
la persona({s) cuyo(s) nombre(s) estd(n) inscritos en el
instrumento anexo y me reconocidé que él/ella/ellos ejecutaron
el mismo en su capacidad autorizada y gque por su(s)
firma({s)en el instrumento la(s) persona(s) o la entidad a

nombre de la cual dicha{s) persona(s}actudé(aron), ejecutd el
instrumento.

Certifico bajo LA PENA DE PERJURIO bajo las leyes del Estado
de California que el pérrafo anterior es verdadero Y
correcto. '

EN TESTIMONIO, pongo mi firma y sello Oflﬂﬁﬁwi;-u
[ Bogo!é g
Firma y sello: Sello: Maria Chuakay
Comisidn # 1632136

Condado de San Mateo
Mi comisién termina el 20 de dlClembre det




tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico (1)

Definiciones

Cuando se describen los compuestos, las composiciones y los
métodos de la invencidn, los sigulentes términos tienen 1los
siguientes significados, a menos que se indigue lo contrario.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva”  hace
referencia a una cantidad suficiente para efectuar el tratamiento
cuando se administra a un paciente que necesita tratamiento.

El término “tratamiento” tal como se usa en la presente hace
referencia al tratamiento de una enfermedad, un trastorno o© una
condicién médica en un paciente, tal comoc un mamifero (en
particular, un humano) dgue incluye una o mé&s de las siguientes
actividades:

(a) evitar gue aparezca la enfermedad, el trastorno o la
condicidén médica; es decir, tratamiento profilactico de
un paciente;

(b) mejorar la enfermedad, el trastorno o la condicién
médica; es decir, eliminar o céusar la regresién de la
enfermedad, el trastorno o la condicidén médica en un
paciente, inclusive contrarrestar los efectos de otros
agentes terapéuticos;

(c) suprimir la enfermedad, el trastorno o la condiciédn
médica; es decir, ralentizar o arrestar el desarrollo
de la enfermedad, el trastorno o la condicidén médica en
un paciente; ©

(d) aliviar los sintomas de la enfermedad, el trastorno o
la condicién médica en un paciente.

Ha de destacarse que, tal como se usan en la memoria

descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, 1las formas en

singular “un”, “una”, “el” y “la” pueden incluir sus referencias f%
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PODER

Yo (nosotras), abajo firmante(s)

Jeffrey A. Hagenah

en mi (nuestro) cardcter de representanie(s} lepales de
ANCE, INC.

una sociedad organizada y existente de acuerde con las leyes de
Estado de Delaware, Estados Unidos de América.

y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en
901 Gateway Blvd, South San Francisco, CA 94080, Estados Unidos

por ¢! presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudada-
nia No, 41.654.882 de Bogotd, v ip. 20824 y CLAUDIA LUCIA
CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374 de Tunja,
y tp. 36448, con domicilio en Bogot4, Colombia, pata que actuando en
su orden en nombre del (de ia) otorgante le (la) representen ante
cualquier entidad, auteridad yfo persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguicntes
asuntos;

1) Solicitar, tramitar, abtener y/o registrar cualquicra de las modalidades
de Propicdad Industrial, talcs como: patentes de invencidn, modelos de
utilidad; diseflos industriales, variedades vegetales, marcas, lemas,
nombres y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovacioncs, prérrogas, transfercncias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en cualquic-
ra de sus presentaciones asi como la proteccion de secrelos industriales y
know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencias de funcionamiento; asl como sus renovaciones ¢ prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicion, observacidn, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
proteccion al consumidor, concesién de licencias, proteccién de secretos
industriales y demds acciones y recursos relacionedos con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencidén o explotacién de ficencias,
acciones de indemnizacidn de perjuicios. También podré(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penalw, contencioso-administrativos, tutclas
y de policia; en acciones o juu:los promovidos por el (la) mandantc o ¢n
contra el (ella) .

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6) En el cjercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
drbitros, desistir, recibir y tomar posesién de la cosa objeto de litigio ¥
renunciar o desistir a derechos concedidos 0 en curso de concesidn,
admitir los hechos del praceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8} Asl mismo faculto (facultamos) a los mencmnadus apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren,

Dado y firmado en

alos dias de

Flrma / signatura

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned
Jeffrey A. Hagenah

legal representative(s) of
THERAVANCE, INC,

an orpanization existing under the laws of
State of Delaware, U.S.A.

and in present execution of its business activity, domiciled at
901 Gateway Blvd, South San Francisco, CA 94080, U.S.A.

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogeta, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogotd, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical persen, specially before those Administrative, Administeative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, and/or any other, in all matters
concerning the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of [ndustrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, nssngnments changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations andfor licenses; as well as their renewals or  assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, ¢laims, reconsideration,
appeal or fegal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of liccnses, protection of trade sccrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, gctions resulting from the obtzining or expleitation of licenses,
recovering demages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him.

5} To register domain names before the competent entity.

6} To the effect of this mandate. the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7 To ratify or not the officious agency.

8) I {we) hereby appoint the afore mentioned afj
notifications and to designate judicial and ¢
this Power of Attorney and to revoke such sug

eys with powers to receive
Pjudicial attomeys, substitute

Granted and signed at §

on this . 13th

(5 bl Kby

f-978-CO



en plural, a menos gue el contenido claramente dicte lo
contrario.

Convenciones para las denominaciones

El compuesto 1 se designa “acido {5)-4-((25,35)-7-carbamoil-
1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-
ciclohexilmetil-butirico” de acuerdo con las convenciones de la
IUPAC tal como se implementan en el programa informatico AutoNom,
(MDL Information Systems, GmbH, Frankfurt, Alemania). El grupo
1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino biciclico es conocido
alternativamente por su nombre comin: “aminotetralina”.

Formas cristalinas de la invencidn

En un aspecto, la invencién provee acido (5)-4-((25,35)y-7-
carbamoil-1l,1-dietil-3-metoxi~1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico cristalinc (1) en dos formas
distintas.

En un aspecto, el compuesto cristalino 1 de Forma I se
caracteriza por un patrén de difraccién de rayos X de polvo
(XRPD} que tiene picos de difraccidén a valores 28 de 6,92+0,20 vy
15,34+0,20, y dos o mas picos de difraccién, inclusive tres o
mas, y cuatro o mas, picos de difraccién, a valores 28 que se
seleccionan entre: 10,2440, 20, 11,480, 20, 12,3210, 20,
13,460, 20, 14,04£0, 20, 17,30x0,20, 18,0620, 20, 20,300, 20,
21,42+0,20, 23,48%0,20, 25,54t0,20, 26,96%0,20, 29,30£0,20 vy
30,7240,20. En particular, en este aspecto, la Forma I se
caracteriza por un patrén de difraccién de rayos X de polvo que
tiene tres o mas picos de difraccidén, inclusive cuatro o mas
picos de difraccidén, a valores 286 que se seleccionan entre:
6,92+0,20, 10,24%0,20, 13,46%0,20, 15,34%0,20, 18,06%0,20 v
21,4240,20. La Forma cristalina I ademas se caracteriza por un

patrén de difraccién de rayos X de polvo que tiene picos de \C\



difraccién a valores 26 de 6,92+0,20, 10,24+0,20, 13,46+0,20,
15,34+0,20, 18,06+0,20 y 21,42+0,20.

Como es ampliamente conocido en el campo de la difraccién de
rayos X de polvo, las posiciones de los picos de los espectros de
XRPD son relativamente mencs sensibles a los detalles
experimentales, tales como detalles de preparacidn de la muestra
y geometria de los instrumentos, que las alturas de 1los picos
relativas. Por ende, en un aspecto, la Forma I del compuesto
cristalino 1 se caracteriza por un patrén de difraccién de rayos
X de polvo en el cual las posiciones de los picos concuerdan
sustancialmente con las ilustradas en la Figura 1.

La estructura de la forma cristalina I ha sido caracterizada
adicionalmente por un analisis de difraccidén de rayos X de
cristales tGnicos, el cual arrojé los siguientes paradmetros
reticulares: la celda unitaria es rémbica con dimensiones a =
7,546 A, b = 17,003 A, ¢ = 20,628 A, volumen de celda (V) de
2646,7 A% la densidad calculada es 1,151 g/cm®; el grupo
espacial es P2:2:2;. La estructura molecular resultante confirma
gue la celda wunitaria asimétrica no contiene agua u otras
moléculas de solvente, y es consistente con la estereoquimica tal
como se mostrd con anterioridad. Las distancias del enlace C-0
del grupo carboxilico, asi como también las longitudes del enlace
y angulos del enlace alrededor del nitrégeno de'la amina,.son
consistente con el compuesto 1 en la forma cristalina I, siendo
una molécula zwitteridnica en la cual un protdn ha sido
transferido del 4cido carboxilico al nitrdgenc de la amina tal

como se representa esquemdticamente a continuacién:

QLC)
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Los picos de difraccién de rayos X de polvo predichos de las
posiciones atémicas derivadas concuerdan de manera excelente con
el patrdén de XRPD observado.

En otro aspecto, la forma cristalina I se caracteriza por su
comportamiento cuando se expone a alta temperatura. Como se
demuestra en la Figura 2, el trazado de calorimetria diferencial
por barrido (DSC) exhibe un pico en flujo de calor endotérmico,
identificado como una transicién de fusidén, en el rango de
aproximadamente 162 °C hasta aproximadamente 170 °C, inclusive de
aproximadamente 164 °C hasta aproximadamente 168 °C. El trazado
de analisis térmico gravimétrico (TGA) no muestra una pérdida de
peso significativa a temperaturas por debajo del punto de fusidn
y un perfil de paso consistente con una pérdida de un mol de agua
por mol de compuesto 1 a una teﬁperatura aproximada al punto de
fusién. La liberacidén del agua se puede atribuir a una reaccidn
de degradacidn quimica.

Se ha demostrado que la forma cristalina I tiene un perfil
de sorcidén/desorcidn reversible con leve propensidn a
higroscopicidad. La Forma I mostré una ganancia en peso de menos
de aproximadamente 2,5% en el rango de humedad comprendido entre
2% y 90% de humedad relativa a temperatura ambiente, como se
ilustra en la Figura 3. En particular, la Forma I mostrd una
ganancia en peso de menos de aproximadamente 1% en el rango
comprendido entre 40% y 75% de humedad relativa, el rango de

humedad en el cual las formulaciones orales por lo general se

fabrican. ’Z/\
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En otro aspecto, la invencién provee el compuesto 1 en la
forma cristalina II. La forma cristalina II es identificada
mediante el patrdén de XRPD de la Figura 4 y el perfil de DSC de
la Figura 5. En un aspecto, la forma cristalina II se caracteriza
por un patrén de difraccién de rayos X de polvo (XRPD) que tiene
picos de difraccién a valores 26 de 9,050,220 y 16,52+0,20, y que
tiene dos o mas picos de difraccidén, inclusive tres o mas vy
cuatro o mas picos de difraccién, a valores 26 gue se seleccionan
entre: 9,80+0,20, 12,44%0,20, 12,92+0,20, 14,21%0,20, 15,62%0,20,
17,27+0,20, 19,041x0,20, 19,85+0,20, 21,2910, 20, 22,43%0,20,
23,4840,20, 23,99%0,20 y 26,0940,20. En particular, en este
aspecto, la Forma II se caracteriza por un patrén de difraccidn
de rayos X de polvo que tiene dos o més picos de difraccion,
inclusive tres o mas, y cuatro o mads picos de difraccidn, a
valores 28 que se seleccionan entre: 9,05%0,20, 9,80%0,20,
12,44+0,20, 12,92+0,20, 16,52%£0,20, 23,99%0,20 y 26,09%0,20. La
Forma II se caracteriza ademds por un patrén de difraccidn de
rayos X de polvo que tiene picos de difraccidn a 9,05+0,20,
9,80+0,20, 12,44%+0,20, 12,92+0,20, 16,520,220, 23,99+0,20 vy
26,09+0,20. En otro aspecto mas, la forma cristalina II se
caracteriza por un patrén de difraccién de rayos X de polvo en el
cual las posiciones del pico concuerdan sustancialmente con las
ilustradas en la Figura 4.

El comportamiento térmico exhibido en 1la Figura 5 es
consistente con la identificacidén de la forma cristalina II como
forma metaestable que se somete a transformacién a una
temperatura que oscila entre aproximadamente 114 °C y 115 °C vy
tiene un punto de fusién acompafiado por degradacidén quimica a una
temperatura de aproximadamente 157 °C.

En otro aspecto mads, la invencién provee una sal clorhidrato

'Z’b
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cristalina del compuesto 1.

En un aspecto, una sal clorhidrato cristalina de la presente
invencidén se caracteriza por un patrén de difraccidn de rayos X
de polvo (XRPD) que tiene dos o mas picos de difracciédn,
inclusive tres o méds y cuatro o mas picos de difraccidn, a
valores 268 que se seleccionan entre: 6,80+0,20, 9,80zx0, 20,
12,710,290, 13,31+0, 20, 15,1410, 20, 19,9720, 20, 21,4440,20,
22,64+0,20, 23,27+0,20, 24,44%0,20 y 25,37x0,20. En otro aspecto,
una sal clorhidrato cristalina del compuestoc 1 se caracteriza por
un patrén de difraccién de raycs X de polvo en el cual las
posiciones de los picos concuerdan sustancialmente c¢on las
ilustradas en la Figura 6.

La sal clorhidrato cristalina también se caracteriza por su
trazado de calorimetria diferencial por barrido que exhibe un
primer pico en flujo de calor endotérmico en el rango de
aproximadamente 185 °C a aproximadamente 193 °C, identificado
como transicién de fusidn, y un segundo pico en el rango de
aproximadamente 220 °C hasta aproximadamente 140 °C que se
entiende conforme a un evento de degradacidn, como se ilustra en
la Figura 7. Las muestras de la sal clorhidrato cristalina
preparada en los Ejemplos 8, 9 y 10, retuvieron su apariencia vy
capacidad de fliujo cuando se expusieron a humedad relativa en el
rango de aproximadamente 2% de humedad relativa hasta
aproximadamente 90% de humedad relativa, a temperatura ambiente.

Estas propiedades de las formas cristalinas de esta
invencién se ilustran adicionalmente en los Ejemplos gque siguen.

Procedimientos sintéticos e intermediarios

El compuesto 1, &cido (S)-4-((25,35)-7-carbamoil-1,1l-dietil-
3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-

butirico, se puede preparar a partir de materiales de inicio

7,
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facilmente disponibles en forma amorfa soélida wusande los
procedimientos descritos en los Ejemplcs que siguen, o usando los
procedimientos descritos en las solicitudes estadounidenses
cedidas en <comin gque se enuncian en la seccidén de los
Antecedentes de esta solicitud.

En un método de preparacién, la forma cristalina I de la
invencidén se prepara al disolver el compuesto 1 amorfo en un
diluyente polar Dpara formar un mezcla para proceso de
cristalizacién, y mantener la mezcla del proceso durante un
periodo gue oscila entre aproximadamente 12 horas Y
aproximadamente 4 dias. Tipicamente, el proceso de cristalizacion
se realiza aproximadamente a temperatura ambiente. Los diluyentes
adecuados incluyen metanol, isopropanol, l-propancl y
acetonitrilo, y las mezclas de uno o mas de ellos con agua. Los
sistemas diluyentes de ejemplo incluyen una mezcla de
acetonitrilo, metanol y agua; por ejemplo, aproximadamente €9% de
acetonitrilo, aproximadamente 21% de metanol y aproximadamente
10% de agua; una mezcla de l-propanol, acetonitrilo y agua, en
particular, entre aproximadamente 95% y aproximadamente 97%
(2:1 1l-propanol:acetonitrilo) y entre aproximadamente 5% ¥y
aproximadamente 3% de agua; una mezcla de metanol y agua, PpoOr
ejemplo, entre aproximadamente 90% de metanol y aproximadamente
10% de agua; y una mezcla de acetonitrilo y agua, por ejemplo
entre aproximadamente 84% de acetonitrilo vy aproximadamente 16%
de agua. El Compuesto 1 estd tipicamente presente en la mezcla
del proceso a una concentracién que oscila entre aproximadamente
150 mg/mL y aproximadamente 700 mg/mL.

Cuando el agua no estad presente en el sistema diluyente, es
4til mantener la mezcla del proceso durante un periodo de tiempo

en el extremo superior del rango establecido. (Ver el Ejemplc:tiiLVA
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mas adelante, donde se permite que la cristalizacién siga su
curso durante 4 dias.) Por ende, un proceso util para preparar la
forma cristalina I comprende disolver el compuesto 1 en un
diluyente que comprende un diluyente polar y entre
aproximadamente 3% y aproximadamente 20% de agua para formar una
mezcla del proceso; mantener la mezcla del proceso durante al
menos aproximadamente 12 horas; y recuperar los cristales
resultantes.

Una vez finalizada la reaccién, la forma cristalina I se
aisla de la mezcla del procese a través de cualguier medio
convencional, tal como filtracidn, concentracién, centrifugaciédn,
y similares.

En otro método de preparacién, la forma cristalina I se
prepara de manera ventajosa directamente a partir de un precursor

protegido 2 del compuestoc 1, de acuerdo con el siguiente procesc:

Esquema A

Forma |

Como se resume en el Esquema A, se hace reaccionar el
aldehido protegido con bencilo 4 con el intermediario
aminotetralina 3 para formar un precursor protegido con bencilo
2, que es desprotegidc para fofmar el compuesto 1 en la forma

cristalina I. El reactivo aldehido 4 se prepara de manera 1LE;
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convenlente in situ a partir del correspondiente aducto de
bisulfito 5.

En un proceso tipico, se forma una solucién que comprende
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 1,5 equivalentes del
aldehido 4 en un diluyente inerte al tratar el aducto de
bisulfito § con un numero igual de equivalentes de hidrdxido de
sodio. El aldehido 4 luego entra en contacto con la
aminotetralina 3 y entre aproximadamente 1 y aproximadamente 3
equivalentes de un agente reductoer, tal Como
triacetoxiborohidruro de sodio. La aminotetralina 3 puede
proporcicnarse como una sal de acide, tipicamente una sal
clorhidrato. Por lo general, la reaccidén se lleva a cabo a una
temperatura que oscila entre aproximadamente 0 °cC y
aproximadamente 30 °C durante un periodo que abarca desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 24 horas o hasta que la
reaccidn esté sustancialmente completa. E1l intermediario
protegido 2 es aislade de manera conveniente.en forma sélida como
sal clorhidrato cristalina.

Por ultimo, el intermediario 2 es desbencilado mediante
hidrogenélisis catalitica, tipicamente usandc un catalizador de
metal de transicién, por ejemplo, paladio o platino, para obtener
la forma cristalina I. Cuande el intermediario 2 se provee en
forma de sal, la forma neutra del intermediario primero se genera
in situ mediante tratamiento con base. La reaccidn se lleva a
cabo en un diluyente elegido por ser tanto compatible con
hidrogendlisis como conducente a cristalizacidén. Las mezclas que
comprenden agua y otro diluyente polar, tal como metanol,
isopropanocl, 1l-propanol, acetonitrilo y/o dimetilformamida, son

adecuadas para esta reaccidén. Las mezclas que comprenden entre

e
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aproximadamente 10% y aproximadamente 20% de agua -por ejemplo,
una mezcla de acetonitrilo- y entre aproximadamente 10% vy
aproximadamente 20% de agua, se usan en forma ventajosa en la
reacciéon de desbencilacidén. E1 producto de reaccidn, la forma
cristalina I: se puede aislar a través de cualquier medio
convencional, tal como filtracién.

Por consiguiente, en un aspecto del método, entre otros
procescs, la invencién provee un proceso para preparar la forma
cristalina I del compuesto 1, en donde el procesc comprende:
desproteger el intermediario protegido con bencilo 2 mediante
hidrogenélisis catalitica en presencia de un diluyente polar gque
comprende entre aproximadamente 10% y.aproximadamente 20% de agua
para obtener la forma cristalina I.

En un aspecto adicional del método, la invencidn provee un
proceso para preparar la forma cristalina I del compuesto 1, en

donde el proceso comprende: (a) hacer reaccionar el aldehido
protegido 4 con la aminotetralina 3 para formar el intermediario
protegido 2, y (b) desproteger el intermediario protegido con
bencilo 2 mediante hidrogendlisis catalitica en presencia de un
diluyente polar gque comprende entre aproximadamente 10% vy
aproximadamente 20% de agua para obtener la forma cristalina I.
La desproteccién del intermediario 2 en un diluyente gue es
compatible con  hidrogendlisis pero que no  promueve la
cristalizacién, tal como acetato de etilo, tetrahidrofurano, o
metil-tetrahidrofurano, genera la preparacién del compuesto 1,
mas no necesariamente en forma cristalina. En otro aspecto mas
del método, la invencién provee un proceso para preparar el
compuesto 1, en donde el proceso comprende: (a} hacer reaccionar

el aldehido protegido 4 con la aminotetralina 3 para formar el

2
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intermediario protegido 2, y (b) desproteger el intermediario
protegido con bencilc 2 mediante hidrogenélisis catalitica para
formar el compuesto 1.

Ademds, en un aspecto de la compesicidén, la invenciédn provee
el aldehido protegido con bencilo 4, éster bencilico del acido
{§)-2-ciclohexilmetil-4-oxo-butirico, y el aducto de bisulfito 5,
{5)-3-benciloxicarbeonil-4-ciclohexil-1-hidroxi-butano-l-sulfonato
de sodio, Util para preparar el compuesto 1. Tal como se describe
en la Preparacién 8, el aducto de bisulfito protegido con bencilo
5 se puede preparar a partir del correspondiente éster metilico
de bisulfito, (S}-4-ciclohexil-l-hidroxi-3-metoxicarbonil-butanc-
l-sulfonato de sodio, cuya sintesis se describe en la Preparacidn
7. En forma alternativa, el aductoc de bisulfito 5 se podria
preparar mediante procesos analogos a los de la Preparacién 7 a

través de los intermediarios andlogos de &acido carboxilico (5a) .y

O
HOMO\/Q Ho/\;\n’ O\/Q

5 0]

alcohol (5b) protegidcs con bencilo

5a 5b

En otro aspecto mas de la composicién, la invencidn provee
el precursor protegido con bencilo 2, éster bencilico del acido
(Sy-4-({28,35)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidro-naftalen-2-ilamino}-2-ciclohexilmetil-butirico, y la
sal clorhidrato del mismo. La sal clorhidrato cristalina del
compuesto 2 se caracteriza por el patrén de XRPD de la Figura 8 y
el perfil de DSC de la Figura 9 que exhibe un pico en el flujo de
calor endotérmico, consistente con un punto de fusidén, a una

temperatura que oscila entre  aproximadamente 205 °C vy

%

%
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aproximadamente 210 °C. Los intermediarios farmacéuticos en forma
cristalina son deseables tanto debido a la purificacién tipica
generada por la cristalizacién como a la estabilidad superior
esperada bajo almacenamiento en comparacidén con el material no
cristalino.

Tal como se describe en los Ejemplos mas adelante, la forma
cristalina II se prepara al disolver el compuesto amorfo 1 en un
diluyente polar que comprende alcohol, por ejemplo, isopropanol,
o isopropranol y acetonitrilo a una concentracidén que oscila
entre aproximadamente 150 mg/mL y aproximadamente 700 mg/mL para
formar una mezcla para proceso de cristalizacidén, y mantener 1la
mezcla del procesc por menos de aproximadamente un dia. En forma
opcional, se puede agregar un antisolvente, por ejemplo 1:1
acetonitrilo:acetato de etilo, a la mezcla del procesc antes del
periodo de mantenimiento para promover la cristalizacidn de la
solucién.

La sal clorhidrato cristalina de la presente invencidn se
prepara de manera ventajosa a partir de la sal clorhidrato amorfa
del compuesto 1. La sal amorfa del compuesto 1 se dispersa en un
solvente moderadamente polar tal como acetato de etilo o éter
dimetilico de dietilenglicol, a wuna concentracidén que oscila
entre aproximadamente 20 mg/mL y aproximadamente 350 mg/mL,
opcionalmente con calentamientc seguido de enfriamiento lento, vy
luego se mantiene durante un periodo de aproximadamente 3 dias a
aproximadamente 12 dias. Los cristales resultantes se pueden
aislar de manera convencional.

Composiciones farmacéuticas

Las formas sélidas cristalinas de la invencidén  se
administran tipicamente a un paciente en forma de una composicidn

o formulacién farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas se

-ZGK
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pueden administrar al paciente mediante cualquier via de
administracién aceptable que incluye, mas no se limita a: modos
de administracidén oral, rectal, vaginal, nasal, inhalada, toépica
(inclusive transdérmica) y parenteral.

Por consiguiente, en uno de s5us aspectos de las
composiciones, la invencién estéa dirigida a una composiciédn
farmacéutica que comprende un portador 0 excipiente
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente
efectiva de una forma sélida cristalina de compuesto 1 o una sal
clorhidrato cristalina del compuesto 1. En forma opcional, dichas
composiciones  farmacéuticas pueden contener otros  agentes
terapéuticos y/o agentes de formulacidén, si se desea. Cuando se
describen las composiciones, se entiende gque el términc “forma
sbélida de la invencidén” incluye las formas cristalinas I y II del
compuesto 1 asi como también una sal clorhidrato cristalina del
compuesto 1.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn tipicamente
contienen una cantidad terapéuticamente efectiva del agente
activoe. Las ©personas versadas en el arte reconoceran, no
ocbstante, que una composicién farmacéutica puede contener més de
una cantidad terapéuticamente efectiva, es decir, composiciones
volumétricas, o menos de una cantidad terapéuticamente efectiva,
es decir, dosis unitarias individuales designadas para
administracién miltiple, a fin de alcanzar una cantidad
terapéuticamente efectiva.

Por lo general, dichas composicicnes farmacéuticas contienen
desde aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 95% en peso del
agente activo; preferentemente, desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 70% en peso; y mas preferentemente, desde

aproximadamente 10 hasta aproximadamente 60% en peso del agente«j§9
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activo.

Cualquier portador o excipiente convencional se puede usar
en las composiciones farmacéuticas de la invencidén. La eleccidn
de un portador o excipiente particular, o© combinaciones de
portadores o excipientes, dependera del modo de administracién
que se estd usando para tratar un paciente o tipo de condicidn
médica o estado de enfermedad particulares. Al respecto, la
preparacién de una composicién farmacéutica adecuada para un modo
particular de administracién estd ampliamente comprendida dentro
del alcance de las personas versadas en las artes farmacéuticas.
Asimismo, los portadores o excipientes usados en las
composiciones farmacéuticas de esta invencién estan disponibles a
nivel comercial. A modo de ilustracién adicional, las técnicas de
formulacién convencionales se describen en Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 20™ Edicién, Lippincott Williams &
White, Baltimore, Maryland (2000); y H.C. Ansel y colaboradores,
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 7me
Edicién, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (1999).

Los ejemplos representativos de materiales gque pueden servir
como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, mas no se
limitan, los siguientes: azlUcares, tales como lactosa, glucosa y
sucrosa; almidones, tales como almidén de maiz y almiddn de papa;
celulosa, tal como celulosa microcristalina, y sus derivados,
tales como carboximetil celulosa de sodio, etil celulosa ¥y
acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes, tales como manteca de cacaoc y ceras de supositorio;
aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de
algoddén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, acelte de oliva,
aceite de maiz vy aceite de soja; glicoles, tales como

propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitolgl\
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y polietilenglicol; ésteres, tales como etil oleato y etil
laurato; agar:; agentes tampdn, tales como hidrdéxido de magnesio e
hidréxido de aluminio; Acido alginico; agua libre de pirdgeno;
solucidén salina isotdnica; solucidn de Ringer; alcohol etilico;
soluciones tampén de fosfato; y otras sustancias compatibles no
tdéxicas empleadas en composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas se preparan tipicamente al
mezclar o combinar exhaustiva e intimamente el agente active con
un portador farmacéuticamente aceptable y unc o mas ingredientes
opcionales. La mezcla combinada de manera uniforme resultante
puede entonces ser moldeada o© cargada en comprimidos, céapsulas,
pilldoras y similares usando procedimientos Y equipos
convencionales.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn se envasan
preferentemente en una forma de dosis unitaria. La expresién
“forma de dosis unitaria” se refiere a una unidad fisicamente
discreta adecuada para la dosificacién a un paciente; es decir,
cada unidad contiene una cantidad predeterminada de agente activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado ya sea en
forma individual o en combinacién con una © més unidades
adicionales. Por ejemplo, dichas formas de dosis unitarias pueden
ser céapsulas, comprimidos, pildoras, y similares, o© paquetes de
unidades adecuados para administracién parenteral.

En una forma de realizacidn, las composiciones farmacéuticas
de la invencidén son adecuadas para administracién cral. Las
composiciones farmacéuticas adecuadas para administracién oral
pueden estar en forma de capsulas, comprimidos, pildoras,
pastillas, obleas, grageas, polvos, granulos; o como solucidn o
suspensién en un liguido acuoso © no acucso; © como emulsiodn

liquida agua en aceite o aceite en agua; o como elixir o jarabe; 1&
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y similares; cada uno con una cantidad predeterminada de un
compuesto de la presente invencidén como ingrediente activo.

Cuando se destinan a administracién oral en forma de dosis
sdlida (es decir, como <capsulas, comprimidos, plldoras vy
similares), las composiciones farmacéuticas de la invencidn
tipicamente comprenden el agente active y uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato sdédico ¢ fosfato
dicdlcico. En forma opcional o alternativa, dichas feormas de
dosis sdélidas también pueden comprender: rellenos o agentes de
extensidn, tales como almidones, celulosa microcristalina,
lactosa, sucrosa, glucosa, manitol, y/o &cido silicico; agentes
aglutinantes, tales COmo carboximetilcelulosa, alginatos,
gelatina, polivinil pirrolidona, sucrosa y/o acacia; humectantes,
tales como glicerol; agentes desintegrantes, tales como agar-
agar, carbonatoc de calcio, almidén de papa © tapioca, acido
alginico, ciertos silicatos y/o carbonato de sodio; agentes
retardadores de solucién, tales como parafina; agentes
aceleradores de 1la absorcion, tales como compuestos de amonio
cuaternario; agentes de humedecimiento, tales como alcohol
cetilico y/o monoestearato de glicerol; agentes absorbentes, tal
como caolin y/o arcilla bentonita; lubricantes, tales como talco,
estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles
sdlidos, lauril sulfate de sodic, y/o mezclas de los mismos;
agentes colorantes; y agentes tampédn.

Los agentes de liberacién, agentes de humedecimiento,
agentes de revestimiento, edulcorantes, saborizantes %
perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar
presentes en las composiciones farmacéuticas de la invencidn. Los
ejemplos de los antioxidantes farmacéuticamente aceptables

incluyen: antioxidantes solubles en agua, tales como acido i}
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ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio,
metabisulfato de sodio, sulfito de sodio, Y similares;
antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de
ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado,
lecitina, galato de propilo, alfa-tocofercl, y similares; vy
agentes quelantes de metal, tales como acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético, sorbitol, acido tartarico, acido
fosférico, vy similares. Los agentes de revestimientc para
comprimidos, cépsulas, pilldoras y similares, incluyen los usados
para revestimientos entérices, tales ceomo ftalato acetato de
celulosa, ftalato acetato de polivinilo, ftalato de hidroxipropil
metilcelulosa, copolimeros de &cido metacrilico y éster del acido
metacrilico, trimelitatoc acetato de celulosa, carboximetil etil
celulosa, succinato acetato de hidroxipropil metil celulosa, vy
similares.

Las composiciones farmacéuticas de 1la invencidn también
pueden formularse para proveer la liberacidén lenta o controclada
del agente activo usando, a modo de ejemplo, hidroxipropil metil
celulosa en diversas proporciones, u otras matrices poliméricas,
liposomas y/o microesferas. Rdemis, las composiciones
farmacéuticas de la invencién pueden contener, opcionalmente,
agentes opacificantes y pueden estar formuladas de tal manera que
liberan sclamente el ingrediente active, o preferentemente, en
una cilerta porcién del tracto gastrointestinal, opcionalmente, de
manera retardada. Los ejemplos de composiciones de incorporaciédn
gue se pueden usar incluyen sustancias polimericas y ceras. El
agente activo también puede estar en forma microencapsulada, de
ser apropiado, con unc o mas de los excipientes descritos con
anterioridad.

Las formas de dosis liquidas adecuadas para administracion

j\/\
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oral incluyen, a modo de ilustracion, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, Jarabes y elixires
farmacéuticamente aceptables. Las formas de dosis liguidas
tipicamente comprenden el agente activo y un diluyente inerte,
tal como, por ejemplo, agua u otros solventes, agentes
solubilizantes vy emulsionantes, tales <como alcohol etilico,
alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,

alcohol bencilico, benzoato de bencile, propilenglicol, 1,3-

butilenglicol, aceites (esp., aceite de semilla de algoddén, nuez
moscada, malz, germen de trigo, cliva, ricino y sésamo),
glicerol, alcohel tetrahidrofurilico, pelietilenglicoles Y

ésteres de acido graso de sorbitan, y mezclas de los mismos. Las
suspensiones, ademads del ingrediente activo, pueden contener
agentes de suspensién tales comeo, por ejemplo: alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilén sorbitol y ésteres de
sorbitan, celulosa micrecristalina, metahidréxide de aluminio,
bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las formas sélidas de esta invencidén también se pueden
administrar en forma parenteral (por ej. mediante inyeccidn
intravenosa, subcutdnea, intramuscular o intraperitoneal). Para
la administracién parenteral, el agente activo tipicamente se
mezcla con un vehiculo adecuado para administracién parenteral
que incluye, a mode de ejemplo: soluciones acuosas estéeriles,
solucidén salina, alcocholes de kajo pesc molecular tales como
propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, gelatina,
ésteres de &acidos grasos tales como oleato de etilo, y similares.
Las formulaciones parenteréles también pueden contener unc o mas
antioxidantes, agentes solubilizantes, estabilizadores,
conservantes, agentes de humedecimiento, emulsionantes o agentes

dispersantes. Estas formulaciones se pueden tornar estériles

73
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mediante el uso de un medio inyectable estéril, un agente de
esterilizacién, filtracién, irradiacidn, o ﬁalor.

En forma alternativa, las composiciones farmacéuticas de la
invencién se formulan para administraciédn por inhalacidn. Las
composiciones farmacéuticas adecuadas para administracidén por
inhalacién tipicamente se encuentran en forma de aerosol o polvo.
Dichas composiciones por lo general se administran usando
dispositivos de suministro ampliamente conocidos, tales como un
inhalador de dosis medidas, un inhalador de polvo seco, un
nebulizador, o un dispositivo de suministro similar.

Cuando se administran por inhalacién usando un recipiente
presurizade, las composiciones farmacéuticas de la invenciodn
tipicamente comprenden el ingrediente active y un propelente
adecuade, tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorcetano, didéxido de carbono u otro gas adecuado.
En forma adicional, la composicidén farmacéutica puede estar en la
forma de una céapsula o cartuche (hechos de, por ejemplo,
gelatina) que comprende un compuesto de la invencidn y un polvo
adecuado para uso en un inhalador de polvo. Las bases de polvos
adecuadas incluyen, a modo de ejemplo, lactosa o almiddn.

Las formas sdélidas de la invencién también se pueden
administrar por via transdérmica usando excipientes y sistemas de
suministro transdérmico conocidos. Por ejemplo, el agente activo
se puede mezclar con agentes reforzadores de la permeacidn, tales
como propilenglicol, polietilenglicol monolaurato, azacicloalcan-
2-onas, y sSimilares, e incorporarse en un parche o sistema de
suministro similar. Los excipientes adicionales que incluyen
agentes gelificantes, emulsionantes y tampones, se pueden usar en
dichas composiciones transdérmicas, si se desea.

De ser deseado, las formas sbélidas de esta invencién se

Ob
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pueden administrar en combinacién c¢on uno o mas agentes
terapéuticos adicionales. En esta forma de realizacidén, una forma
s6lida de esta invencién es mezclada fisicamente con otro agente
terapéutico para formar una composicién que contiene ambos
agentes; o bien cada agente esta presente en composiciones
separadas y distintas que se administran al paciente en forma
simultdnea o secuencial.

Por ejemplo, una forma sélida de la invencidén se puede
combinar con un segundo agente terapéutico usando procedimientos
y equipos convencionales para formar wuna composicidén que
comprende un compuesto 1 y un segundo agente terapéutico. En
forma adicional, los agentes terapéuticos se pueden combinar con
un portador farmacéuticamente aceptable para formar una
composicién farmacéutica que comprende una sal de la invencidn,
un segundo agente terapéutico y un portador farmacéuticamente
aceptable. En esta forma de realizacidédn, los componentes de la
composicién se mezclan o combinan tipicamente para crear una
mezcla fisica. La mezcla fisica luego se administra en una
cantidad terapéuticamente efectiva usando cualesquiera de las
vias descritas en la presente. En forma alternativa, los agentes
terapéuticos pueden permanecer separados y distintos antes de la
administracién al paciente. En esta forma de realizacidn, los
agentes no se mezclan juntos fisicamente antes de la
administracién sino que se administran en forma simultanea o en
momentos separados como composiciones separadas. Dichas
composiciones se pueden envasar por separado o se pueden envasar
juntas en un kit. Los dos agentes terapéuticos en el kit se
pueden administrar por la misma via de administracidén o por
diferentes vias de administracidn.

Cualquier agente terapéutico compatible con el presente

A
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agente activo se puede usar como el segundo agente terapeéutico.
En particular, los agentes procinéticos que actuan mediante
mecanismos distintos al antagonismo de los receptores opicides mu
se pueden usar en combinacidén con los presentes compuestos. Por
ejemplo, los antagonistas de los receptores 5-HT4, tales como
tegaserod, renzaprida, mosaprida, prucaloprida, {(1S,3R,5R)-8-[2-
(d-acetilpiperazin-1l-il)etil]-8-azabiciclo(3,2,1]oct-3-il}amida
del 4&cido 1-isopropil-lH-indazol-3-carboxilico, {{15,3R,5R) -8~
[(RY-2-hidroxi-3-{metanosulfonil-metil-amino)propil]-8-
azabiciclo{3,2,1]oct=3-il}amida del &cidoc l-isopropil-Z-oxo-1,2-
dihidroquinolina-3-carboxilico, o éster metilico del &cido 4-(4-
{[(2-isopropil-1H-benzoimidazol-4-carbonil)amino]metil}-
piperidin-l-ilmetil)piperidin-i-carbcxilico se pueden usar como
el segundo agente terapéutico.

Los agentes procinéticos adicionales Utiles incluyen, mas no
se limitan a: antagonistas de los receptores 5-HT3 (por ej.
pumosetrag), antagonistas de los receptores 5-HT;p (por ej. AGI
001), 1ligandos alfa-2-delta {por ej. PD-217014), agentes de
apertura de los canales de cloruro (por ej. 1lubiprostona),
antagonistas de dopamina (por ej. itoprida, metaclopramida,
domperidona), agonistas de GABA-B (por ej. baclofeno, AGI 006),
agonistas opicides kappa (por ej. asimadolina), antagonistas
muscarinicos M; y Mz (por ej. acotiamida), agonistas de motilina
(por ej. mitemcinal), activadores de guanilato ciclasa (por ej.
MD-1100) y agonistas de grelina (por ej. Tzp 101, RC 1139).

Asimismo, las formas sélidas de la invencidén se pueden
combinar con agentes terapéuticos opioides. Dichos agentes
opioides 1incluyen, mas no se limitan a: morfina, petidina,
codelina, dihidrocodeina, oxicontina, oxicodona, hidrocodena,

sufentanilo, fentanilo, remifentanilo, buprenorfina, metadona vy

/ﬂ
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heroina.
Numerosos ejemplos adiciocnales de dichos agentes
terapéuticos son conocidos en el arte y cualesquiera de dichos

agentes terapéuticos conocidos se pueden emplear en combinacidn

con los <compuestos de esta invencidn. El({los) agente(s)
secundario(s), cuando se incluye(n), esta(n) presente(s) en una
cantidad terapéuticamente efectiva; es decir, en cualqguier

cantidad que produzca un efecto terapéuticamente beneficioso
cuando se co-administra con un compuesto de la invencidn. Las
dosis adecuadas para los otros agentes terapfuticos administrados
en combinacién con un compuesto de la invencidén tipicamente se
encuentran en el rango gque abarca desde aproximadamente
0,05 pg/dia hasta aproximadamente 100 mg/dia.

Por consiguiente, las composiciones farmaceuticas de 1la
invencién opcionalmente incluyen un segundo agente terapéutico
tal como se describid con anterioridad.

Los siguientes ejemplos ilustran composiciones farmacéuticas
representativas de la presente invencidn:

Ejemplo de formulacidén A: Cdpsulas de gelatina dura para
administracidn oral

Se combinén completamente una forma sélida de la invencion
(50 g), lactosa secada por aspersidn (200 g) y estearato de
magnesio (10 g). La composicién resultante se carga en una

cadpsula de gelatina dura (260 mg de composicién por capsula).
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Ejemplo de formulacicdn B} Cépsulas de gelatina dura para
administracioén oral

Se combinan completamente una forma sdélida de la invencidn
(20 mg), almidén (8% mg), celulosa microcristalina (89 mg) vy
estearato de magnesio (2 mg) y luego se filtran a través de un
tamiz U.S. malla No. 45. La composicidédn resultante se carga en
una cépsula de gelatina dura (200 mg de composicidn por capsula).
Ejemplo de formulacidn C: Cdpsulas de gelatina para
administracidén oral

Se combinan completamente una forma sélida de la invencién
(10 mg), monooleato de polioxietilén sorbitan (50 mg), y almiddn
en polve (250 mg) y luego se cargan en una cdpsula de gelatina
(310 mg de composicidn por cépsula).
Ejemplo de formulacidn D: Comprimidos para administracidn oral

Se filtran una forma sdélida de la invencién (5 mg), almidon
(50 mg), y celulosa microcristalina (35 mg) a través de un tamiz
U.S. malla No. 45 y se mezclan completamente. Se mezcla una
solucién de polivinilpirrolidona (10% en peso en agua, 4 mg) con
los polvos resultantes, y esta mezcla luego se filtra en un tamiz
U.S. malla No. 14. Los granulos producidos de esta manera se
secan a una temperatura que oscila entre 50 y 60 °C y se filtran
en un tamiz U.S. malla No. 18. Luego se agregan a los gréanulos
carboximetil almidén de sodio (4,5 mg), estearato de magnesio
(6,5 mg) vy talco (1 mg), previamente filtrados en un tamiz U.S.
malla No. 60. Después de mezclar, la mezcla se comprime en una
magquina para formar comprimidos para obtener un comprimido que
pesa 100 mg.
Ejemplo de formulacion E: Comprimidos para administracion oral

Se combinan completamente una forma sélida de la invencidn

(25 mg), celulosa microcristalina (400 mg), dioxido de silicio

U\%
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pirogénico (10 mg) y &acido esteérico (5 mg) y luego se comprimen
para formar comprimidos (440 mg de composicidn por comprimido).
Ejemplo de formulacidén F: Comprimidoé de ranura Uunica para
administracion oral

Se combinan completamente una forma sélida de la invenciédn
(15 mg), almiddén de maiz (50 mg), croscarmelcsa sddica (25 mg),
lacteosa (120 mg), y estearato de magnesic (5 mg) y luego se
comprimen para formar un comprimide de ranura unica (215 mg de
composiciones por comprimido).
Ejemplo de formulacidn G: Suspensidn para administracion oral

Se mezclan completamente los siguientes ingredientes para
formar una suspensién para administracién oral que contiene 100
mg de ingrediente activo por 10 mlL de suspensidn:

Ingredientes Cantidad

Forma sdélida de la invenciédn 0,1 g

Acido fuméarico 0,5 g

Cloruroc de sodio 2,0 g

Metil parabeno 0,15 g

Propil parabeno 0,05 g

Azucar granulada 25,5 g
Sorbitol (70% solucidn) 12,85 ¢
Veegum® K (Vanderbilt Co.) 1,0 g
Saborizante 0,035 mL
Colorantes 0,5 mg

Agua destilada c.s. a 100 mL

Ejemplo de formulacion H: Composicidn en polvo seco
Se combina una forma sélida micronizada de la invencién (1
mg) con lactosa (25 mg) y luego se carga en un cartucho para

inhalacidn de gelatina. Los contenidos del cartucho se
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administran usando un inhalador de polvo.
Ejemplo de formulacicn J: Formulacidn inyectable

Se combina una forma sélida de 1la invencidn (0,1 g) con
solucién tampdn de citrato de sodio 0,1 M (15 mL). E1l pH de la
solucién resultante es ajustade a un pH de €& usando acido
clorhidrico acuoso 1 N ¢ hidréxido de éodio acuoso 1 N. Luego se
agrega solucién salina normal estéril en tampdn de citrato para
obtener un volumen total de 20 mL.

Ha de entenderse que cualquier forma sélida de la invencién,
(es decir, forma cristalina I & II, o sal clorhidrato cristalina)
gue sea adecuada para el modo particular de administracidn, se
puede wusar en las composicicones farmacéuticas descritas con
anterioridad.
Utilidad

El presente agente activo, acide (8)-4-((2S5,38)-7-carbamoil-
1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-
ciclohexilmetil-butirico, es un antagonista del receptor opioide
mu y, por ende, se espera que las formas sélidas cristalinas de
la invencién sean utiles para tratar condiciones médicas mediadas
para los receptores opioides mu ¢ asociadas con la actividad de
los receptores opicides mu; es decir, condiciones médicas que son
mejoradas mediante el tratamiento con un antagonista de los
receptores opioides mu. En particular, se espera que las formas
sélidas de la invencidn sean Gtiles para tratar efectos adversos
asociados con el uso de analgésicos opioides; es decir, sintomas
tales como constipacidn, vaciado gastrico reducido, dolor
abdominal, hinchazdén, nauseas y reflujo gastroesofagico, gue en
su conjunto reciben el nombre de “disfuncién intestinal inducida
por agentes opioides”. También se espera que las presentes formas

sélidas sean utiles para tratar ileo posoperatorio, un trastorno
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de movilidad reducida del tracto gastrointestinal gque aparece
después de la cirugia abdominal, u otro. Ademas, se ha sugerido
gue los compuestos antagonistas de los receptores opioides mu,
tales como el compuesto 1, se pueden usar para revertir las
nauseas y vomitos inducidos por agentes opiocides.

Como se ha demostrado que el compuesto 1 incrementa 1la
movilidad del tracto gastrointestinal (GI} en modelos animales,
se espera que las formas sdlidas de la invencidn sean utiles para
tratar trastornos del tracto GI causados por la movilidad
reducida en los mamiferos, con inclusién de humanocs. Dichos
trastornos de movilidad del GI incluyen, a modo de ilustracidn:
constipacién crbdnica, sindrome del colon irritable con
constipacién predominante (C-IBS, del inglés Constipation-
Predominant Irritable Bowel Syndrome), gastroparesis diabética e
idiopatica, y dispepsia funcional.

En un aspecto, por lo tanto, la invencién provee un método
para incrementar la movilidad del tracto gastrointestinal en un
mamifero; el método comprende administrar al mamifero una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicidn
farmacéutica gue comprende un portador farmacéuticamente
aceptable y una forma sélida de la invenciédn.

Cuando se usan para tratar trastornos de movilidad reducida
del tracto GI u otras condiciones mediadas por los receptores
opioides mu, las formas sélidas de la invencidn tipicamente se
administran por via oral en una unica dosis diaria o en miltiples
dosis por dia, si bien se pueden utilizar otras formas de
administracién. Por ejemplo, particularmente cuando se usan para
tratar ileo posoperatorio, las forma sélidas de la invencidn se
pueden administrar por via parenteral. La cantidad de agente

activo administrada por dosis, o la cantidad total administrada
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por dia, tipicamente es determinada por un médico, a la luz de
las circunstancias relevantes, que incluyen: la condicidén a ser
tratada, la via de administracién elegida, el compuesto real
administrado y su actividad relativa, la edad, el peso, y la
respuesta del paciente individual, la severidad de los sintomas
del paciente, y similares.

Las dosis adecuadas para tratar trastornos de movilidad
reducida del tracto GI u otros trastorncs mediados por los
receptores opiocides mu comprenden desde aproximadamente 0,0007
hasta aproximadamente 20 mg/kg/dia de agente activo, inclusive
desde aproximadamente 0,0007 hasta aproximadamente 1,4 mg/kg/dia.
Para un humano de 70 kg de peso promedio, ésta seria una cantidad
gue abarca desde aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente 100
mg por dia de agente activo.

En un aspecto de la invencién, las formas sdélidas de la
invencién se usan para tratar disfuncién intestinal inducida por
agentes opicides. Cuando se usan para tratar disfuncién
intestinal inducida por agentes opioides, las formas sdlidas de
la invencién tipicamente se administran por via oral en una unica
dosis diaria o en multiples dosis por dia. Preferentemente, la
dosis para tratar disfuncidén intestinal inducida por agentes
opioides abarca desde aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente
100 mg por dia.

En otro aspecto de la invencién, las formas sdélidas de la
invencién se usan para tratar ileo posoperatorio. Cuando se usan
para tratar 1ileo ©posoperatoric, las formas sélidas de la
invencién tipicamente se administran por via oral o intravenosa
en una unica dosis diaria o en miltiples dosis por dia.
Preferentemente, la dosis para tratar ilec posoperatorio abarca

desde aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente 100 mg por dia. \JAk/\
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La invencién también provee un método para tratar un
mamifero que tiene una enfermedad o condicidn asociada con
actividad de los receptores opioides mu; el métode comprende
administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de
una forma sdélida de la invencidén o de una composicidn
farmacéutica que comprende una forma sélida de la invenciodn.

El presente agente activo se administra opcionalmente en
combinacién con otro agente o© agentes terapéuticos, en
particular, en combinacién con agentes procinéticos que actuian
mediante mecanismos distintos de los receptores opioides mu. Por
consiguiente, en otro aspecto, los métodos y las composiciones de
la invencién ademés comprenden una cantidad terapéuticamente
efectiva de otro agente procinético.

Tal como se describié con anterioridad, las formas sdélidas
de la invencidén son antagonistas de los receptores oplioides mu.
La invencién ademds provee, por ende, un método para antagonizar
un receptor opicide mu en un mamifero; el método comprende
administrar una forma sdélida de la invencidén al mamifero.

Entre otras propiedades, se encontrd que el presente agente
activo exhibié potente unidén a los receptores opioides mu y poco
o nada de agonismo en los ensayos funcicnales de los receptores
mu. Por ende, las formas sdélidas de la invencidén son potentes
antagonistas de los receptores opiocides mu. Ademas, el agente
activo ha demostrado actividad predominantemente periférica en
comparacién con la actividad del sistema nervioso central en
modelos animales. Por ende, se puede esperar las formas sélidas
de la invencién reviertan las reducciones inducidas por agentes
opioides en la movilidad del tracto GI sin interferir con los
efectos centrales beneficiosos de la analgesia. Estas

propiedades, asi como también la utilidad de los compuestos de la

QS
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invencién, se pueden demostrar usando varios ensayos in vitro e
in vivo ampliamente conocidos por las personas versadas en el
arte. Los ensayos representativos se desﬁriben en mayor detalle
en los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS

Las siguientes Ejemplos sintéticos y bioldégicos se brindar
para ilustrar la invencidn y no han de considerarse de ninguna
manera comc limites al alcance de la invencidén. En los ejemplos
que siguen, los siguientes abreviaturas tienen 1los siguientes
significados, a menos gue se indique lo <contrario. Las
abreviaturas no definidas a continuacidén tienen sus significados

generalmente aceptados.

DCM = diclorometano

DMFE = N, N-dimetilformamida

MeQOH = metanol

MeTHEF = 2-metiltetrahidrofuranc

MTBE = éter ter-butil metilico

psi = libras por pulgada cuadrada (pounds per square
inch)

TA = temperatura ambiente

Los reactivos y los solventes fueron adguiridos a través de
proveedores comerciales ({Aldrich, Fluka, Sigma, etc.), y se
usaron sin purificacidédn adicional. Las reacclones se llevaron a
cabo bajo atmdsfera de nitrdégeno, a menos gue se indique 1lo
contrario. El progreso de las mezclas de reaccidn se monitored
mediante cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin Layer
Chromatography), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC
del 1ingleés, High  Performance Liquid  Chromatography), y
espectrometria de masa. Las mezclas de reaccidén se conformaron

tal como se describe especificamente en cada reaccidn; por lO\JKuD
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general, se purificaron mediante extraccidn u otros métodos de
purificacién tales como precipitacién dependiente de temperatura
y dependiente de solvente. La caracterizacidén de los productes de
reaccidén  se llevd a2 cabc en forma rutinaria mediante
espectrometria de masa y ‘H_NMR. Para la medicién de NMR, las
muestras se disolviercn en solvente deuterado {(CD:0D, CDCl; o
DMSO-dg), y los espectros de lH-NMR se adquirieron con un
instrumento Varian Gemini 2000 (400 MHz) bajo condiciones de
observacidén estandares. La identificacién por espectrometria de
masa de los compuestos se realizdé mediante un métode de
ionizacidn por electropulverizacidn (ESMS, del inglés
Electrospray Ionization Method) con un instrumento EX modelo API
150 de Applied Biosystems (Foster City, CA) o un instrumento de
LC/MSD modelo 1200 de Agilent (Palo Alto, CA). El contenido de
agua se determindé mediante titulacidén Karl-Fischer usando un

culombimetro Karl Fischer Modele 813 Metrohm Brinkmann {(Westbury,

NY). La pureza se determiné mediante HPLC usando las siguientes
condiciones:

Columna: Zorbax SB-Aq, 5 um, 4,6 x 250 mm

Temperatura de la columna: 40 °C

Velocidad de fluijo: 1,0 mL/min

Fase méviles: A = Agua/ACN (98:2) + 0,1% de TFA

B = Agua/ACN (10:90}) + 0,1% de TFA,

Volumen de inyeccidn: 10 uL

Longitud de onda del detector: 214 nm

Los compuestos se disolvieron en Agua/ACN {50:50) a

aproximadamente 1 mg/mL y se analizaron usando el siguiente
gradiente en 20 minutos (tiempo (min)/ % B): 0/10, 2,5/20, 9/75,
i5/90, 17/90, 18/10, 20/10.

Preparacién 1: éster ter-butilico del &cide 7,7-dietil-5-

A X
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hidroxi-1la,2,7,7a-tetrahidro-l-aza-ciclopropalblnaftaleno-1-
carboxilico

a. Bromhidrato de 7-amino-6-bromo-8,8-dietil-5%,6,7,8-

tetrahidronaftalen-2-ol

A un matraz se agregd 7,7-dietil~5-metoxi-la,2,7,7a-
tetrahidro-1H-1l-aza-ciclepropalblnaftaleno (268 g, 1,16 mol) vy
bromuro de hidrégeno (1,97 L, 17,38 mol), seguido de bromurc de
tetra-N-butilamonio (38 g, 0,12 mecl). La mezcla de reaccidn se
calentd a 100 °C toda la noche con agitacidén, se enfrid a
temperatura ambiente y luego se vertid en acetato de etilo
agitado (2,5 L). El productc se aisldé mediante filtracidn, la
torta filtrada se lavd con acetato de etilo (2 x 200 mL) y se
secd para formar el producto crudo (370 g) como sdlido purplreo.
El producto crudo se suspendid en etanol (1,50 L) y luego se
calentdé a 80 °C durante 30 minutos. La mezcla resultante se
enfridé a temperatura ambiente en 1 hora, y se filtré. E1l matraz y
la torta filtrada se lavaron con etanol (2 x 100 mL) y luego con
acetato de etilo (100 mL) y se secaron toda la noche para formar
el compuesto base (275 g, ~96% de pureza).

b. Ester ter-butilico del acido 7,7-dietil-5-hidroxi-

la,2,7,7a-tetrahidro-l-aza-ciclopropalblnaftaleno-l-carboxilico

A una mezcla de bromhidrato de 7-amino-6-bromo-8,8-dietil-
5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-0l1 (20,0 g, 52,8 mmol) y acetato de
etilo (200 ml) se agregd hidréxido de sodio 1,0 M en agua (106
mL). La mezcla de reaccidén se agitd a 25 °C durante 2 horas, se
agregd di-ter-butildicarbonato (15 g, 68 mmol) en acetato de
etilo (5 mL) y la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura
ambiente durante 2 horas. Después de la extraccidén de dos tercios
del acetato de etilo (135 mlL), se agregd heptanc (135 mlL) y la

mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente en 30 minutos y

"
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luego a 5 °C toda la noche. La mezcla se filtrd, y la torta
filtrada se enjuagd con agua (100 mL), se enjuagd con heptanc (50
mL), y se secd bajo vacio para formar el compuesto base (14,3 g).
Preparacién 2: éster ter-butilico del acido trans-{7-ciano-
1,1-dietil—3—metoxi-l,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-il)-carbémico*

a. Ester ter-butilico del A&cido trans-(1,1-Dietil-7-

hidroxi-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-il1l)-carbamico

A una mezcla de éster ter-butilico del acido 7,7-dietil-5-
hidroxi-la,2,7,7a-tetrahidro-l1-aza-ciclopropalblnaftaleno-1-
carboxilico (170,0 g, 535,6 mmol) y metanol (1700 mL) se agregd
p-toluenosulfonato de piridinio (13,4 g, 53,6 mmol) y la mezcla
de reaccién se agitdé a 40 °C durante 4 horas. El volumen se
redujo mediante evaporacidén rotatoria a ~300 mL, lo que generd
una mezcla blanca espesa. El producto se aisldé mediante
filtracién; la torta filtrada se lavd con metanol frio (50 mL) y
se secd al aire durante 3 horas para formar el compuesto base
{150 g). El producto filtrado se redujo a ~50 mL y se agitd a 0
°c durante 2 horas, se filtrd y se secd para formar el producto

adicional (25 g}.

b. 7-ter-butoxicarbonilamino-8,8-dietil-6-metoxi-5,6,7,8-
tetrahidronaftalen-2-il éster del acido trans-trifluocro-
metansulfdédnico

Una mezcla de éster ter-butilico del &acido trans-{(1,1-
dietiln7-hidroxi—3—metoxi—l,2,3,4—tetrahidro~naftalen—2—il)-
carbamice (195,0 g, 0,558 mol), trietilamina (160 mL, 1,1 mol) vy
acetate de etilo (2000 mL) se agité a temperatura ambiente
durante 15 minutos y se enfrié a 0 °C seguido de la adicidn lenta
de cloruro de trifluoro-metancosulfonilo (150 g, 0,89 mol)
manteniendo la temperatura interna por debajo de 4 °C. La mezcla

resultante se agité a 0 °C durante 1 hora. Se agregd trietilamina k)fﬁ
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adicional (16 mL) seguido de cloruro de trifluorometanosulfeonilo
adicional (15,0 g) manteniendo lentamente una temperatura por
debajo de 5 °C. La mezcla de reaccidén se agitd a temperatura
ambiente durante una hora adicional. Se agregd salmuera diluida
(1,0 L) y la mezcla de reaccidén se agitd durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las capas se separarcn; la capa organica se
lavé con NaHCO3; diluide (1,0 L) y luego se concentrd a ~350 mlL
mediante evaporacidn rotatoria a 28 °C y se agitd a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se agregd heptano (700 mL) y la
mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 30
minutos, se enfridé a 4 °C y se agitd durante 1 hora. Los sdélidos
se filtraron, se lavaron con heptano, y luego se secaron bajo
vacio para formar el compuesto base (193,0 g, >97 % de pureza).
El producto filtrado se concentrd, formd una mezcla con acetato
de isopropilo y heptano (1:3, 60 mL) en 30 minutos, se filtréd vy
se secd para formar producto adicional (45,0 g, >97% de pure:za).

C. Ester ter-butilico del &cido trans-(7-Ciano-1,1-dietil-

3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-il)-carbamico

Se disolvieron 7-ter-butoxicarbonilamino~8, 8-dietil-6-
metoxi-5,6,7,8-tetrahidro—naftalen-2-il éster del aAcido
trifluoro-metansulfénico (236,6 g, 0,49 mol) en N,N-

dimetilformamida (851 mL, 10,99 mol) y agua (23,8 mL, 1,32 mol) a
temperatura ambiente. La solucidn se purgd con nitrdgeno durante
5 minutos, y luego se expuso a vacio durante 5 minutos. La purga
con nitrdgeno y la exposicidn a vacio se repitieron dos veces. A
la mezcla de reaccidén se agregd cianuro de zinc (34,2 g, 0,29
mol), tris(dibencilidenacetonaldipaladioc{(0) (4,4 g, 4,8 mmol) vy
1,1‘—bis(difenilfosfino)ferr;ceno (5,4 o 9,7 mmol) con
agitacién. La mezcla de reaccidn se purgd con nitrdégeno durante 5

minutos, se calenté bajo nitrégeno a 110 °C durante 1 hora, se E;<>
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enfrié a temperatura ambiente y luego se filtré a traves de
celite. La mezcla de reaccidén filtrada se agregd lentamente al
agua (3 L), se enfridé a 0 °C con agitacién, se agitd durante 30
minutos a 0 °C, y luego se filtrd. La torta filtrada se lavé con
agua (500 mL) y se secd al aire durante 2 horas, se mezcld en
etanol {1 L) con agitacién en 1 hora, y luege se filtrd para
formar el compuesto base (165,0 g, >96% de pureza). El producto
filtrado se secd (21,6 g) y se disolvidé en etanol (110 mL) con
agitacién en 1 hora, y la mezcla resultante se filtrd y se secd
bajo vacio para formar producto adicional (10,2 g, >98% de
pureza} .

En este y en los siguientes ejemplos, el prefijo trans se
refiere a una mezcla del diasteredmeroc (28),(25) y el
diastereémero (2R), (2R).

Preparacién 3: Ester ter-butilico del 4acide trans-(7-
carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen~2-il)-
carbamico

Se calentd una mezcla del producto de Preparacidén 2 (160,40
g, 446,3 mmol) y metanol (3,3 L} a 55 °C durante 15 minutos, se
agregé perborato de sodio monohidratade (280 g, 2800 mmol) y agua
(330 mL) y la mezcla de reaccidén se calentdé a 55 °C toda 1la
noche. Se agregd el perborato de sodio monohidratado adicional
(90 g) y la mezcla de reaccidén se calentd a 55 °C toda la noche,
luego se enfrid a temperatura ambiente, y los sélidos inorganicos
se filtraron. El producto filtrado se transfirié a un matraz de 5
L y se extrajo la mayor parte del solvente mediante evaporacidn
rotatoria. A la mezcla resultante se agregd agua (1,1 L) ¥y
acetato de etilo (450 mL) y la mezcla de reaccidén se agitd a
temperatura ambiente durante 20 minutos. La mezcla de reaccion se

filtré y la torta filtrada se lavd con agua (200 mlL) vy luegoE;\
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acetato de etilo (200 mL) y se secd para formar el compuesto base
(123 g, ~95% de pureza). El producto filtrado se concentrd hasta
secarse y se secd bajo vacio para formar el producto adicional
(18 g, 65 % de pureza).

Preparacién 4: amida del a&acido trans-7-amino-8,8-dietil-6-
metoxi-5,6,7,8-tetrahidro-naftaleno-2-carboxilice

Se aggegé cloruroc de acetilo (278,8 mL, 3920 mmol) a gotas a
etanol (382 mL, 6530 mmol) a -5 °C en 2 horas, manteniendo la
temperatura interna debajo de 20 °C. La solucién resultante se
agregd en porciones en 15 minutos, manteniendo la temperatura
interna debajo de 30 °C, a una mezcla de éster ter-butilico del
acido trans-(7-carbamoil-1,l1~dietil-3-metoxi-1,2,3,4~tetrahidro-
naftalen-2-il1)-carbédmico (123,0 g, 327 mmol) y etanol (500 mL)
que se habia enfriado a 10 °C. La mezcla de reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas, y se concentré a ~200 mL
mediante evaporacidén rotatoria. Se agregd acetato de etile (200
mL) y la mezcla resultante se agitdé a 0 °C durante 30 minutos, se
filtré y se secd para formar la sal clorhidrato del compuesto
base (102 g, >98% de pureza) come sélido blanco.

Preparacién 5: (R)-1-fenil-etil éster 4-nitro-fenil éster
del acido carbédnico

Se enfrié una mezcla de (R)-l-fenil-etancl (60,6 g, 0,496
mol), piridina (42,5 mlL, 0,526 mol) y 2-metil-tetrahidrofurano
(600 mL) a 0 °C y se agregbd p-nitrofenil cloroformato (100 g,
0,496 mol) en 15 minutos, manteniendo la temperatura interna
debajo de 5 °C. La mezcla de reaccidén se calentd a temperatura
ambiente y se agitdé durante 2 horas. A la mezcla de reaccidn se
agregdé HC1 1,0 M en agua (300 mL). Las capas se separaron. La

capa organica se lavé con HCL 1IN (300 mL) y salmuera {300 mL), se
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filtro, se concentré hasta secarse mediante evaporaciodn
rotatoria, y se secd bajo vacio para formar el compuesto base
(140 g) como aceite amarillo claro.

Preparacién 6: amida del acido (6S5,7S)-7-amino-8,8-dietil-
6-metoxi-5,6,7,8-tetrahidro-naftaleno-2~carboxilico

a. (RY-1l-fenil-etil éster del &cido ({(25,3S)-7~carbamoil-

1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3, 4-tetrahidro-naftalen-2-il)-carbdmico

Una mezcla de {(R)-1-fenil-etil éster 4-nitro-fenil éster del
dcido carbbénico (102 g, 357 mmol), N,N-dimetilformamida (200 mL)
y trietilamina (32,7 mL, 235 mmecl) se agitdé a temperatura
ambiente toda la noche. A la mezcla de reaccidén se agregd
clorhidrato de amida del acido trans-7-amino-8,8-dietil-&é-metoxi-
5,6,7,8-tetrahidro-naftaleno-2-carboxilice (100 g, 320 mmol),
N,N-dimetilformamida (320 mL) y trietilamina (98,0 mL, 703 mmol) .
La mezcla de reaccién se calentd a 85 °C durante 5 horas y luego
se agitd a temperatura ambiente toda la noche. Aproximadamente el
90% del DMF se extrajo por destilacidén a 70 °C y el aceite espeso
resultante se enfridé a temperatura ambiente y luege se dividiéd
entre acetato de etilo (1,5 L) y salmuera diluida (500 mL). La
capa organica se lavd con NaOH 1M (3 x 500 mL) y se secd con
Na,504. Se extrajo la mayor parte del solvente mediante
evaporacidén rotatoria, se agregaron 3 volumenes de acetato de
etilo y la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos, se filtrd y se secd para formar el compuesto
base (48 g, >99% de pureza quimica y optica).

El producto filtrade se lavd con NaOH iM (200 mL) y luego
con salmuera diluida {2 x 200 mL). La mayor parte del sclvente se
extrajo mediante evaporacién rotatoria, lo que form¢ un aceite
espeso al cual se agregd acetato de etilo (100 mL). Se agregd una

minima parte del compuesto base y la mezcla de reaccidn se S;i}
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refrigeré a 0 °C después de agitarse durante ~30 minutos. La
mezcla fina resultante se agitd durante 5 minutos y se filtrd; se
lavaron el matraz y la torta filtrada con acetato de etilo (2 x
15 mL) para formar compuesto base adicional (4,1 g, 97% de pureza
quimica y >99% de pureza oéptica, 38% de rendimiento combinado).

b. Amida del &cido (6S5,7S)-7-amino-8,8-dietil-6-metoxi-

5,6,7,8-tetrahidronaftaleno-2-carboxilico

Se agregd cloruro de acetilo (193 mL, 2710 mmol) a gotas a
etanol (260 mL, 4500 mmol) a -5 °C en 40 minutos, manteniendo la
temperatura interna debajo de 30 °C. Se agregd 1la sclucidn
resultante en 5 minutos, a 10 °C, a una mezcla de (R)-1-fenil-
etil éster del 4&acido ((25,38)-7-carbamoil-1,l-dietil-3-metoxi-
1,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-il)-carbdmico (49,0 g, 115 mmol) vy
etanol (200 mL). La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura
ambiente toda la noche, y se concentrd a ~100 mL mediante
evaporacidén rotatoria. Se agregd acetato de etilo (100 mL) y la
mezcla resultante se agitd a 0 °C durante 30 minutos y se filtré.
La torta filtrada se lavd con acetato de etilo y se secd para
formar la sal clorhidrato del compuesto base (30 g, >99 % de
pureza). El1 volumen del producto filtrade se redujo casi hasta
secarse. Se agregd alcohol isopropilico (20 mL) y la mezcla
espesa resultante se agitd durante 30 minutos y se filtré. La
torta filtrada se lavd con acetato de etilo (2 x 20 mL) y se secd
bajo wvacio toda la noche para formar compuesto base adicional
(5,5 g, >97% de pureza). ‘H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 0,49 (t, 3H),
0,63 (t, 3H), 1,62 (g, 2H), 1,89 (m, 1H), 2,09 (m, 1H), 2,60 (dd,
1K), 3,22 {(m, 1lH), 3,41 (s, 3H), 3,50 (dd, 1H), 3,82 (g, 1H),
7,19 {(d, 1H), 7,31 (br, 1H), 7,70 {(d, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,98
(br, 1H), 8,15 (br, 3H).

Preparacién 7: {S)-4-ciclohexil-1-hidroxi-3-metoxicarbonil- éﬁ“*
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butano-l-sulfonato de sodio

a: fster metilico del 4&cido (8)-2-ciclohexilmetil-4-

hidroxi-butirico

Se agité una mezcla de 1-metil éster del &cido (S5)-2-
ciclohexilmetil-succinico (60,0 g, 263 mmol) y tetrahidrofurano
(600 mL) a temperatura ambiente y luego se enfridé a -5 °C en 30
minutos. A la mezcla de reaccidén se agregd borano 1,0 M en
tetrahidrofurano (520 mL) a gotas en 45 minutos, manteniendo la
temperatura interna debajo de 0 °C. A la mezcla de reaccidn se
agregé MeOH (100 mL) a gotas para templar la reaccidn. La mezcla
de reaccidén se concentrd hasta aproximadamente 100 mL mediante
evaporacién rotatoria. Se agregd (trifluorometil)benceno (200 mL)
y el volumen se redujo a 25 mL mediante evaporacidén rotatoria. Se
agregd (trifluorometil)benceno (100 mL) al aceilte espeso
resultante y el volumen se redujo a ~25 mL para formar el
producto base crudo (56,3 g).

b. (8)-4-Ciclohexil-1-hidroxi-3-metoxicarbonil-butano-1-

sulfonato de sodio

Se enfrié una mezcla de éster metilico del acido (S5)-2-
ciclohexilmetil-4-hidroxi-butirico (44,8 g, 209 mmol) y DCM (310
mL) a 5 °C con agitacién. A la mezcla de reaccidén se agregd una
solucién de bromuro de potasio (2,5 g, 21 mmol) y bicarbonato de
sodio (2,4 g, 29 mmol) en agua destilada (130 mlL), vy luego
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-l-oxile (TEMPO) (0,33 g, 2,1 mmol),
seguido de la adicién de hipoclorito de sodic (140 mL, 210 mmol)
a una velocidad de 130 mL/h manteniendo la temperatura interna en
el rango de 6 a 8 °C. La mezcla de reaccidén se agitd durante 15
minutos y se agregdé DCM (200 mL). Las capas se separaron y la

capa organica se lavé con salmuera saturada (200 mL), y se secd

con NazS0s. 5;5;
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A la capa organica se agregé EtOAc (40 mL) seguido de la
adicidén de bisulfito de sodio (21,8 g, 209 mmol). La solucién de
reaccidén se concentrd para retirar la mitad del DCM (~175 mlL)
mediante evaporacién rotatoria. Se agregd agua (2 mL) a la
solucién de reaccidn, que se agitd a temperatura ambiente toda la
noche. La mezcla resultante se filtrd; la torta filtrada se secd
bajo vacio toda la noche para formar el compuesto base (61,9 q).
'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 0,78 {(m, 2H), 0,95-1,20 {m, 4H), 1,33
{m, 1H), 1,40-1,95 (m, 5H), 2,45-2,65 (m, 1H), 3,21 (m, 2H), 3,45
{s, 3H), 3,6-3,8 (m, 1H), 5,18 (4, 1H}.

Preparacién 8 :. (S)-3-benciloxicarbonil-4-ciclohexil-1-
hidroxi-butano;l-sulfonato de sodio

a. Ester metilico del A&cido (S8)-2-ciclchexilmetil-4,4-

dimetoxi-butirico

A una mezcla de (S)-4-ciclohexil-l-hidroxi-3-metoxicarbonil-
butano-l-sulfonato de sodio (400,00 g, 1,26 mel) y metanol (2 L)
se agregd HC1 4,0 M en 1,4-dioxano (400 mL) y la mezcla de
reaccidén se agitd durante 15 minutos. Se agregd trimetoximetano
(340 mL, 3,11 mol) y la mezcla de reaccidén se calentd a 50 °C
toda la noche, y luego se enfrié a temperatura ambiente. Los
sblidos blancos se filtraron y se descartaron. S5e retird la mayor
parte del solvente del producto filtrado mediante evaporacién
rotatoria. Se agregd acetato de etilec (800 mL) lo gue generd mas
precipitacién. El producto precipitado blanco se extrajo
mediante filtracidén. Se retird el sclvente del producto filtrado
mediante evaporacién rotatoria y luego bajo alte vacio a
temperatura ambiente toda la noche para formar el compuesto base
(211 g) como aceite espeso. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): Sj(ppm)
4,25 (t, 1H)}, 3,57 (s, 3H), 3,18 (s, 6H), 2,43 (m, 1H), 1,55-1,81

(m, 2H), 1,50-1,72 (m, S5SH), 1,20-1,48 (m, 2H), 1,05-1,21 (m, 4H),€;—\cD
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0,71-0,92 (m, 2H).

b. (S)-2-ciclohexilmetil-4,4-dimetoxi-butirato de potasio

Se agregd hidréxido de potasio (289,6 g, 2322 mmol) a una
solucién del producto del paso anterior (200,0 g, 0,77 mol) en
metancl (700 mL) en una porcidén y la mezcla de reaccidn se agitd
a TA durante 20 horas. Se agreqgd cloruro de hidrégeno (130 mL,
1,5 mol) lentamente hasta que la mezcla de reaccidén alcanzé un pH
de ~8 (cambio de color de verdoso a naranja) lo gque generd la
precipitacién de los sdélidos finos. Los sélidos se retiraron
mediante filtracién. Se extrajo el solvente del producto
filtrado. Se agregd acetonitrilo (1 L) al producto crude, y la
mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente toda la noche.
La mezcla espesa se filtrd, la torta filtrada se lavdé con
acetonitrilo (50 mL) y se secd para formar una primera cosecha
del compuesto base (133 g) como sélido blancuzco. Se extrajo el
solvente del producto filtrado gque luego se secd bajo vacilo para
formar aproximadamente 100 g de un sélido pastosc. Se agregdé MTBE
(500 mL) y los sb6lidos se agitaron a TA toda la noche, lo que
generé una mezcla espesa que se filtrd y se secd bajo alto vacio
para formar una segunda cosecha del compuesto base (82 g). 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds): &{ppm) 4,28 (dd, 1H), 3,12 (s, 3H), 3,135 (s,
34), 1,95 (m, 1#), 1,75 (m, 1H), 1,51-1,65 (m, 6H), 1,22-1,39 (m,

2H), 1,05-1,20 (m, 4H), 0,85-0,93 (m, 1H), 0,65-0,81 (m, 2H).

c: Ester bencilico del &cido (S)-2-ciclohexilmetil-4,4-

dimetoxi-butirico

Se agregd bromuro de bencile (50,54 mL, 424,9 mmol) a una
mezcla del producto del paso anterior (150,0 g, 531,1 mmol) en
acetonitrilo (2,0 L) en una poxcidén y la mezcla de reaccidn
heterogénea se agitdé a temperatura ambiente toda la noche. S3e

agregd bromurco de bencilo adicional (5,05 mL, 42,49 mmecl} y la

sA
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mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 18 h.
Los sblidos se extrajeron mediante filtracién. E1 producto
filtrado se secd mediante evaporacidén rotatoria y luego bajo alto
vacio toda la noche, lo que formé el compuesto base (162 g). ]
NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm}, 7,22-7,40 (m, SH)}, 5,0-5,15 (g,
2H), 4,23 {(t, 1H), 3,15 (s, 3H), 3,17 (s, 3H), 2,52 (m, 1H), 1,78
(m, 1H), 1,69 (m, 1H), 1,45-1,61 {(m, 6H), 1,20-1,43 (m, 2H), 1,0-
1,15 {m, 4H), 0,70-0,83 (m, 2H).

d. {S)-3-benciloxicarbonil-4-ciclohexil-l-hidroxi-butano-1-

sulfonato de sodic

A una mezcla del producto del paso anterior (160,0 g, 478,4
mmol}) y acetonitrilo (1,0 L} se agregdé HCl 1,0 M en agua (1,2 L)
y la mezcla de reaccién se calentd a 35-40 °C durante 2 horas. Se
agregéd acetato de etilo (1,2 L), las fases se separaron, y la
capa orgdnica se lavd con salmuera (1 L}. Se agregd bisulfito de
sodio (74,7 g, 718 mmol) a la capa orgdnica humeda y la mezcla de
reaccidn se agité a TA toda la noche. Se extrajo la mayor parte
del solvente mediante evaporacién rotatoria y se agrego
acetonitrilo (1 L) y la mezcla resultante se agité a TA toda la
noche. La mezcla blanca espesa resultante se filtxd, la torta
filtrada se lavd con acetonitrilo (2 x 100 mlL) y se secd bajo
vacio para formar el compuesto base (200 g, >98% de pureza) como
s6lido blanco. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm), 7,23-7,41 (m,
54), 5,30 (d, 1H), 4,98-5,18 (q, 2H), 3,75-3,88 {(m, 1H), 3,60-
3,79 (m, 1H), 2,05 (m, 0,5H), 1,45-1,82 (m, 2,5H), 1,45-1,60 (m,
5H), 1,20-1,42 (m, 2H),1,0-1,17 (m, 4H), 0,69-0,82 (m, Z2H).

Ejemplo 1: A&cido (S)-4-((25,38) -7-carbamoil-1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4~tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-

butirico

a. Ester metilico del &acido (S5)-4-{{28,38)-7-carbamoil-1,1~
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dietil-3-metoxi=-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-

ciclohexilmetil-butirico

A una mezcla de (S)-4-ciclohexil-l-hidroxi-3-metoxicarbonil-
butano-l-sulfonato de sodio (25,8 g, 81,5 mmeol) vy Z-metil-
tetrahidro-furano (300 mL) se agregd NaOH 1,0 M en agua (76,1 mL}
y la mezcla de reaccién se agitd durante 20 minutos a TA. A la
mezcla de reaccidén se agregd clerhidrato de amida del acido
(65,78)-7-amino-8, 8-dietil-6-metoxi~-5,6,7,8~tetrahidro-naftaleno-
2~-carboxilico (17,0 g, 54,3 mmol); la ﬁezcla de reaccidén se agitéd
durante 40 minutocs a TR, se agregd triacetoxiborohidruro de sodic
(46,1 g, 217 mmol) en 4 porciones. La mezcla de reaccidédn se agitod
a TA toda la noche después de las dos primeras porciones. Se
agregd agua (200 mL) y MeTHF (100 mL); las fases se separaron y
la capa organica se lavdé con NaOH 1 M -{(2 x 200 mL), salmuera
diluida {200 mL) secada con Na,S04 y se extrajo el solvente para
formar el intermediario base crudo (22 g) como sdédlido amarillo
vidrioeso.

El producto crudo se purificd mediante cromatografia en fase
reversa usando una columna Microsorb 100-10 BDS de 4 pulgadas. El
producto crudo se disolvié en una mezcla solvente de 1:1
acetonitrilo:HCl ac. 1 M {150 mL) y se eluyd con fase mévil de
agua {0,1% de HCl) /acetonitrilo (10-40% gradiente) . Las
fracciones puras (>98%) se combinaron, se extrajo la mayor parte
del acetonitrilo mediante evaporacién rotatoria, se ajustd el pH
a un pH de ~12 con NayC0; sélido y se extrajo el producto
purificado con MeTHF (3 x 1 L). Las capas organicas combinadas se
secaron con Na;S04 y se extrajo el solvente para formar el

compuesto base (16,5 g)

S
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.b. Acido (S)y-4-((25,35)-7-carbamoil-1, 1-dietil-3-metoxi-

1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico

A una solucidén de éster metilico del acido {(S)-4-((25,35)-7-
carpbamoil-~1l,l-dietil-3-metoxi-1,2,3,4~tetrahidro-naftalen-2-
ilemino)-2-ciclohexilmetil~butirico (12,0 g, 25,4 mmol) en
metanol se agregd NaOH 5,0 M (25 mL) y la mezcla de reaccidn se
calenté a 30 °C durante 8 horas y luego a 25 °C toda la noche. La
mayocr parte del metanol se extrajo del solvente mediante
evaporacidén rotatoria a 25 °C, agua (100 mL) y se agregd acetato
de isopropilo (100 mlL) y la mezcla resultante se agitd durante 15
minutos. Las dos capas inferiores entre las tres capas se
extrajeron con acetato de isopropileo (100 mL). Las capas
inferiores se enfriaron a -5 °C y se agregd MeTHF (200 mL) vy
luego se agregdé HC1 concentrado (~15 mL} en porciones hasta
alcanzar un pH de ~2. Las fases se separaron, la capa de agua se
lavdé con MeTHF (100 mL) vy las capas organicas combinadas se
secaron con Na;S04. La mayor parte organica se extrajo del
solvente mediante evaporacidén rotatoria, se agregd acetato de
etilo (200 mL) y el veolumen se redujo a 50 mL. Se agregd acetato
de etilo (200 mL) y la mezcla resultante se agitd/triturd a TA
durante 3 horas. El producto se filtrd bajo nitrdgeno y se secd
bajo wvacio durante 48 horas para formar la sal clorhidratc del
ceormpuesto base (11 g, 98,2% de pureza) como s6lido blanco.
'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 0,54 (t, 3H), 0,63 (t, 3H), 0,82 (m,
2H), 1,05-1,3 (m, 6H), 1,45 {m, 1H}, 1,55-2,0 (m, 10H), 2,40 {m,
1H), 2,67 (dd, 1H), 3,06 {(m, 1H), 3,22 (m, 1H), 3,30 (dd, 1H),
3,41 (s, 3H), 3,45 (dd, 1H), 4,05 {m, 1H), 7,19 (d, 1H), 7,50
(bxr, 1H), 7,69 (d, 1h), 7,70 (s, 1H), 7,95 (br, 2H), 9,26 (br,
1H) .

Ejemple 2: acido (S)-4-((2s,38)-7-Carbamoil-1,1-dietil-3-

b
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metoxi-l,2,3,4—tetrahidronaftalen—Z—ilamino)—2—ciclohexilmetil-
butirico

Se disolvié clorhidrato de acido (S)-4-((2S,3S)-7-carbamoil-
1,l—dietil—B-metoxi—1,2,3,4—tetrahidronaftalen—2—ilamino)—2—
ciclohexilmetil-butirice (2,18 g, 4,40 mmol) en metanol (30 mL) vy
agua (30 mL) y se agregd NaOH 1,0 M (4,65 mL). Se extrajo metanol
mediante evaporacién rotatoria, lo gque generd la precipitacidn y
se agregdé HCL 1,0 M (0,045 mL) lo que generd precipitaciédn
adicional. Los sdlidos se extrajeron con DCM:alcchol isopropilico
(4:1, 3 x 40 mL) y se secaron sobre sulfato de sodio. Se agregd
agua (30 mL) y los productos organicos se extrajeron mediante
evaporacién rotatoria, 1o que formd un producto precipitado
gomoso en agua. Se agregd acetonitrile (25 mL) y la mezcla de
reaccidén se sometidé a liofilizacidén para formar el compuesto base
como sélido amorfo. (1,99 gj}.

Ejemplo 3: Acido (S)-4-((28,3S8)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino) -2-ciclohexilmetil-
butirico cristalino

a. Clorhidrato del éster bencilico del acido (S)~4-

((28,38)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-

tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico

A una suspensidén de {S$)-3-benciloxicarbonil-4-ciclohexil-1-
hidroxi-butano-i-sulfonato de sodio (160 g, 400 mmol}, se agregd
el producto de la Preparacién 8, en MeTHF (2,0 L) y agua (600 mL)
NaOH 1,0 M en agua (400 nL) y la mezcla de reaccidn se agitd a
temperatura ambiente durante 90 minutos. Las fases se separaron y
la solucién se concentrd a un volumen de ~300 mL.

La solucién concentrada resultante se agregd a una mezcla de

clorhidrato de amida del acido (65,78)-7T-amino-8,8-dietil-6-
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metoxi-5,6,7,8-tetrahidre-naftalenoc-2-carboxilico {(100,0 g, 319,7
mmol) en DMF (1 L). La mezcla resultante se agitd a temperatura
ambiente durante 2 horas, la mezcla de reaccién se enfrid a 0 °C
seguido de la adicién en porciones de triacetoxiborohidrurc de
sodio (169 g, 799 mmol) en 15 minutos. La mezcla de reaccidn se
agitdé a TA toda la noche, se enfriéd a 10 °C y luego se agregd
NaOH 1,0 M en agua {3 L) y acetatoc de etilo (5 L). La mezcla de
reaccién se agitd durante 10 minutos, las fases se separaron, y
la capa organica se lavd con salmuera diluida (1:1, 2 L). A la
capa orgédnica se agregd HC1 1,0 M en agua (520 mL, 520 mmol) y se
extrajo la mayor parte del acetato de etilo mediante evaporacidn
rotatoria. Se agregaron agua (500 mL) y etanol (1 L} y el volumen
se redujo lentamente mediante evaporacién rotatoria a ~1 L. La
mezcla de flujo libre blancuzca resultante se agitd a TA toda la
noche. El producto se aislé mediante filtracidn, el matraz y la
torta filtrada se lavaron con agua ({2 x 200 mL) y 1luego se
secaron para formar el compuesto base (175 g) como sélido blanco
(~99% de pureza, 90% de rendimiento sobre la base del reactivo
aminotetralina). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & {ppm) 9,33 (br,
1H), 8,09 (br, 1H), 7,98 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 7,68 (d, 1H),
7,28-7,36 {m, 2H), 7,19 (d, 1H), 5,10 (g, 2H), 4,04 (m, 1H), 3,45
(dd, 1H), 3,38 (s, 3H), 3,25 {(m, 2H), 3,05 {(m, 1H), 2,62 (m, 2H),
1,95-2,15 {(m, 2H), 1,61-1,82 (m, 3H), 1,50-1,61 {(m, 4H), 1,42-
1,50 (m, 1H), 1,24-1,32 (m, 1H), 0,98-1,18 {(m, 4H), 0,71-0,89 (m,
2H), 0,63 (t, 3H), 0,52 (t, 3H)

b. Acido (8)-4-((28,35)-7T-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-

1,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico

cristalino

El producto del paso anterior {175,0 g, 299 mmol) se dividid

entre acetato de etilo (2,5 L), agua {1 L) y NaCOH 1,0 M en agua

b’b
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(300 mL, 299 mmol). Las fases se separaron, la capa organica se
lavé con salmuera diluida (1:1, 250 mL), y se secd con sulfato de
sodio. Se extrajo el solvente mediante evaporacidn rotatoria y el
producto resultante se secd toda la noche bajo alto vacio para
formar el intermediario de base libre, éster bencilico del acido
(S)~4-((25,38)-7-carbamoil-1,1-dietil~-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidro-naftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico (~160
g), como sélido pegajoso.

El intermediario de base libre se disclvid en una mezcla de
acetonitrilo (1,6 L) y agua (300 mL). A mitad de la soluciédn (1
L) se agregd 10% de paladio (10 g, ¢ mmeol) sobre carbono
(htimedo). La mezcla de reaccién se purgd con nitrégeno y luego
con hidrégeno durante 2 minutos y luege se expuso a 10-15 psi H:
durante 3 horas a TA. La mezcla de reaccidn se filtrd a través de
celite, vy el matraz y 1la torta filtrada se lavaron con
acetonitrilo (50 mL). El producto filtrado amarillento se agitd
con silice modificado con tiol (10 g} a TA durante 2 horas ¥y
luege se filtré a través de celite. Se extrajo la mayor parte del
solvente mediante evaporacién rotatoria a 25 °C. Se agregé
acetonitrilo {500 mL) y se extrajo la mayor parte del solvente
mediante evaporacién rotatoria. Se agregd acetonitrilo adicional
(500 mL), lo que generd la rapida precipitacién de los sélidos
pegajosos. La mezcla de reaccidén se agitd en forma vigorosa a
temperatura ambiente toda la noche, lo que generd una mezcla
blancuzca de flujo libre. El producto se aisldé mediante
filtracién:; la torta filtrada se lavd con acetonitrilo (2 x 50
mL) vy luego se secd bajo vacio para formar el compuesto base
cristalino (56 g, 98,8% de pureza). Contenido de agua de 0,49 %
(p/p). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) 7,89 (br, 1H), 7,65 (s,

1H), 7,60 (d, 1H), 7,22 (br, 1H), 7,11 (d, 1H), 3,55 (m, 1H),
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3,38 (s, 3H), 3,25 {dd, 1H), 2,95 (m, 1H), 2,59 (d, 1H), 2,49 (m,
2H), 1,81 {m, 2H), 1,49-1,63 (m, 5H), 1,41-1,50 (m, Z2H), 1,05-
1,25 {m, 4H), 0,72-0,90 {(m, 2H), 0,45 (t, 3H), 0,57 (t, 3H).

Nota: En el texto de los siguientes ejemplos, se hace
referencia al dcido (§)-4-((25,38)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4~tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-
butirice como el “compuesto 17.

Ejemplo 4: Cristalizacién del acido (8)-4-((258,38)-7-
carbamoil-1l,l-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico (Forma I)

El compuesto amorfo 1 (100 mg, 0,22 mmol) se disolvid en
isopropanocl (0,83 mL). Después de cuatro dias, se observaron
cristales en la solucidén. El1 licor madre se decantd, y se agregd
1:1 acetonitrilo:acetato de etilo (0,2 mL vy luego 0,3 mkL
adicionales) para formar una mezcla del compuesto base.

Ejemplo 5: Cristalizacién del 4acido (S)-4-((28,35)-7-
carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamineo)-2-ciclohexilmetil-butirico (Forma I)

El compuesto amorfo 1 (33 mg, 0,072 mmol) se disolvid en una
solucién premezclada de acetonitrilo (0,04 mL), 1l-propanol
(0,0605 mL) y agua {(0,0035 mL) y la mezcla del proceso se agitd a
TA toda la noche. Se empezd a formar un producto precipitado en
menos de aproximadamente 1 h. Los sélidos se recolectaron
mediante filtracién, se lavaron con 3:2 acetonitrilo:isopropanol
(2 mL) y se secaron bajo vacio para formar el compuesto base.

Ejemplo 6: Cristalizacidn de acido (S)-4-({(28,38)-17~-
carbamoil-1l,l-dietil-3~metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino) -2-ciclohexilmetil-butirico (Forma I)

£l compuesto amorfo 1 (84,2 mg, 0. 18 mmol) se disolvidé en

(sA
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una mezcla de agua (0,003 mL) y metanol (0,027 mL) y luego se
agregd una mezcla de agua (0,013 mL) y acetonitrilo (0,050 mL).
Se observaron cristales dentro de 2 minutos. La mezcla del
proceso se mantuvo durante 3 dias a TA sin agitacidén. El licor
madre se decantd, y los sdlidos se aislaron mediante filtraciédn
al vacio y se lavaron con acetonitrilo para formar el compuesto
base (54 mg, 64% de rendimiento).

Ejemplo 7: Cristalizacién de acido (SY-4-((25,38)-7-
carbamoil~1l,l~dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino) -2-ciclchexilmetil-butirico (Forma II)

El compuesto amorfo 1 (70 mg, 0,15 mmol) se disolvid en una
solucidén premezclada de acetonitrilo (0,136 mL) e isopropanol
{0,090 mL) y la mezcla del proceso se agitdé a TA toda la noche.
Un producto precipitado comenzé a formarse en menos de
aproximadamente 1 hora. Los sdlidos se recolectaron mediante
filtracién, se lavaron con 3:2 acetonitrilo:isopropancl (2 mL) vy
se seéaron bajo vacio para formar el compuesto base (64 mg).

Ejemplo 8: Cristalizacién de clorhidrate de a&acide (8)-4-
((28,38)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3, 4~
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2~-ciclohexilmetil-butirico

Se dispersd sal clorhidrato del compuesto amorfo 1 (56,7 mg,
0,12 mmol) en dietilenglicol dimetiléter (DEGDME) (0,50 mlL), se
calentd a 50 °C durante 20 minutos, y se enfrid lentamente toda
la noche. La mezcla del proceso permanecid a temperatura ambiente
durante 11 dias. Los cristales resultantes se aislaron y se

lavaron con DEGDME (~0,1 mL) para formar el compuesto base.

RS
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Ejemplo 9: Cristalizacién de clorhidrato de acido (S)-4-
((28,38)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4~-
tetrahidronaftalen-2-ilamino) -2-ciclohexilmetil-butirico

Se dispersé sal clorhidrato del compuesto amorfo 1 (72,2 mg,
0,15 mmol) en acetato de etile (1,0 mL}, se sometid a sconicacidn
durante menos de 1 minuto, se calentdé a 50 °C y se enfrié
lentamente. La mezcla del proceso permanecidé a temperatura
ambiente durante 3 dias. Los cristales resultantes se aislaron
para formar el compuesto base.

Ejemplo 10: Cristalizacién de clorhidrato de acido (S)-4-
{(28,38)-7-carbamoil-1l,l1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4~
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico

Se dispersd sal clorhidrato del compuesto amorfo 1 (50 mg,
0,11 mmol) en acetato de etilo (0,5 mL) y se agitdé a TA durante 4
dias. Los <c¢ristales resultantes se aislaron para formar el
compuesto base (30 mg).

Ejemplos 1l1-15: Propiedades de las formas sélidas de la
invencién

Las muestras de acido (5)-4-((25,38)-7-carbamoil-1,1-dietil-
3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-ilamino)-2-
cilclohexilmetil-butirico cristalino (compuesto 1) preparadas en
los Ejemplos 3 y 7 y de la sal clorhidrate cristalina del
compuesto 1, preparada en el Ejempleo 9, asi como también una
muestra del clorhidrato del éster bencilico del acido (8)-4-
((25,38)-7-Carbamoil-1,1-dietil~-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidro-
naftalen-2-ilamine)-2-ciclohexilmetil-butirico cristalino, (sal
clorhidrato del compuesto 2), preparado tal como se explicd en el
Ejemplo 3a, se analizaron mediante difraccidén de rayos X de polvo

(XRPD), calorimetria diferencial por barrido (DSC), y analisis bcp
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termogravimétrico (TGA).

Ejempleo 11: Difraccidén de rayos X de polvo

Se obtuvieron los patrones de difraccién de rayes X de polvo
de las Figuras 1, 4, y 6 con un difractémetro Rigaku usando
radiacién Cu Ko (30,0 kV, 15,0 mA). El andlisis se realizdé con el
goniémetro funcionando en modo de barrido continuo de 2° por min
(Figura 1) 6 3° por min (Figuras 4, 6 y 8) con un tamario de paso
de 0,03° en un range comprendido entre 2 y 40°. Las muestras se
prepararon en porta-especimenes de cuarzo como capa fina de
material en polvo. El instrumento se calibrd con un estandar de
silicio. La Figura 8 se obtuvo con un difractémetro modelo ARL
Thermo XTRA con barride a 1,22° por minuto y un tamaifio de paso de
0,03° en un rango comprendido entre 2 y 40°.

Ejemplo 12: Analisis térmico

La calorimetria diferencial por barrido (DSC) se realizd
usando un moédulo Modelo Q-100 de TA Instruments. Los datos se
recopilaron y se analizaron usandoe Thermal Advantage de TA
Instruments para el programa informdtico Q Series™. Una muestra
de aproximadamente 1-10 mg se pesdé con precisidén en un platillo

de aluminio con tapa. La muestra se evaludé usandc una rampa de

calentamiento lineal de 10 °C/min a una temperatura comprendida

entre 5 °C y, tipicamente, 265 °C. La celda de DSC se purgdé con
nitrégeno seco durante el uso. Los trazados de DsC
representativos para las muestras de la Forma cristalina I ¥y
Forma II, de la sal clorhidrato cristalina del compuesto 1, asi
como también la sal clorhidrato cristalina del compuesto 2, se
ilustran en las Figuras 2, 5, 7 y 9 respectivamente.

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizd usando un

médulo Modelo Q-500 de TA Instruments. Los datos se recopilaron y

L/
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se analizaron usando Thermal Advantage de TA Instruments para el
programa informédtico Q Series™. Se colocd una muestra con un peso
de entre aproximadamente 1 y 5 mg en un platiilo de aluminio

sobre una base de platinc y se escaned a una temperatura

comprendida entre temperatura ambiente y 300 °C con una velocidad

de calentamiento lineal de 10 °C/min. La balanza y las céamaras
del hornc se purgaron con nitrégeno durante el uso. Los trazados
de TGA representativos para las muestras de la forma cristalina I
y de una sal clorhidrato cristalina del compuesto 1 también se
ilustran en las Figuras 2 y 7, respectivamente.

Ejemplo 13: Evaluacién de sorcidén de humedad dinamica

La evaluacidén de sorcidén de humedad dinamica (DMS) se
realizd a 25 °C usando una microbalanza atmosférica VTI, SGA-100
System (VTI Corp., Hialeah, FL 33016). Se wusdé6 un tamafic de
muestra de aproximadamente 5 a 10 mg, y la humedad se fijd al
valor ambiental al inicio del andlisis. Un andlisis de DMS tipico
consistid en tres c© cuatros barridos: entre ambiente y 2% de
humedad relativa (HR), entre 2% de HR y 90% de HR, entre 90% de
HR y 5% de HR, a una velocidad de barrido de 5% de HR/paso y, en
algunos casos, una segunda adsorcidén de 2% de HR a 90% de HR. La
masa se mididé cada dos minutos y la HR se cambid al valor
siguiente (x 5 %HR} cuando la masa de la muestra se éstabilizé a
un valor dentro del 0,02% para 5 puntos consecutivos. Un trazado
de DMS representativo para una muestra de la forma cristalina I
preparada en el Ejemplo 3 se ilustra en la Figura 3.

Ejemplo 14: RAnalisis de estructura de cristal por difraccién
de rayos X

Se analizd un cristal en forma de aguja de la forma

cristalina I con dimensiones de 0,20 x 0,10 x 0,06 mm, preparado é;%
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en el Ejemplo 6. Se obtuvieron los datos de la estructura del
cristal mediante difraccién de rayos X usando un difractometro
Nonius Kappa-CCD con radiacién Mo K,. Los datos de la esfera
completa se recolectaron hasta 6 = 27,5 grados a una temperatura
de 120 °K y se analizaron usando el programa informatico SHELX-
97. Se obtuvieron los siguientes pardmetros reticulares: la celda
unitaria es roémbica con dimensiones a = 7,546 &, b = 17,003 &, ¢
= 20,628 A, volumen de celda (V) de 2646,7 A’; la densidad
calculada es 1,151 g/cm3; el grupo espacial es P2:2:2,. Se
considerd gque los picos de difraccién de rayos X de polvo
predichos a partir de las posiciones atémicas derivadas evaluados
mediante inspeccidén visual concordaban de manera excelente con
las posiciones de los picos determinadas a nivel experimental.

Ensayo 1: ensayo de unién de radioligando sobre receptores
opioides mu humanos, delta humanos y kappa de conejillo de Indias

a. Preparacién de membrana

Se cultivaron células de ovario de hamster chino CHO-K1 (del
inglés Chinese Hamster Ovary) transfectadas establemente con ADNC
de receptores kappa de conejillo de Indias o con receptores
opioides mu humanos en un medio formado por medio F12 de Ham
complementado con 10% de FBS, 100 unidades/ml de penicilina - 100
pg/mL  de estreptomicina y 800 ng/mL de Geneticina en una
incubadora humeda de CO; al 5% a 37 °C. Los niveles de expresiodn
de 1los receptores (Bpx ~2,0 y ~0,414 pmol/mg de proteina,
respectivamente) se determinaron usando [*H]-Diprencrfina
{(actividad especifica ~ 50-55 Ci/mmeol) en un ensayo de unidn de
radioligando en membrana,

Las células se cultivaron a 80-95% de confluencia (< 25
pasajes subcultivo). Para el pasaje de las lineas celulares, se

incubé una monocapa celular durante 5 minutos a temperatura
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ambiente y se cosechdé mediante agitacidn mecanica en 10 mL de PBS
complementado con 5 mM de EDTA. Después de la resuspensidn, las
células se transfirieron a 40 mL de medio de cultivo frescoc para
la centrifugacidén durante 5 minutos a 1000 rpm Y se
resuspendieron en medio de cultivo fresco en relacidn de divisién
aproplada.

Para la preparacién de la membrana, 1las células se
cosecharon mediante agitacidén mecdnica suave con 5 mM de EDTA en
PBS seguido de centrifugacidén (2500 g durante 5 minutos); Los

sedimentos se resuspendieron en tampdn de ensayo (50 mM de &cido

4-(2-hidroxietil)piperazin-l-etansulfénico o acido N-{2-
hidroxietil)piperazin-N'-{(2-etansulfénico) (HEPES}), pH 7,4, y se
homogeneizaron con un disruptor Polytron sobre hielo. Los

productos homogeneizados resultantes se centrifugareon (1200 g
durante 5 minutos), los sedimentos se descartaron, y el
sobrenadante se centrifugé (40.000 g durante 20 minutos). Los
sedimentos se lavaron una vez mediante resuspensidén en tampdn de
ensayo, seguido de centrifugacién adicional (40.000 g durante 20
minutos). Los sedimentos finales se resuspendieron en tampdédn de
ensayo (equivalente 1 T-225 matraz/1 mL tampdn de ensayo). La
concentracién de proteinas se determind usando un kit de ensayo
de proteinas Bradford de Bico-Rad y las membranas se almacenaron
en alicuotas congeladas a -80 °C, hasta necesitarse.

Las membranas de recéptores opioides delta humanos (hDOP,
del inglés human Delta Opioid Receptor) se adguirieron a través
de Perkin Elmer. Los valores Ky Y Brax 1informados para estas
membranas determinades mediante andlisis de saturacidén en ensayos
de unién de radioligando con [*H]-Natrindol fueron de 0,14 nM
(pKgy = 9,85) y 2,2 pmol/mg de proteina, respectivamente. La

concentracién de proteinas se determind usande un kit de ensayo 1a§>
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Bradford de Bioc-Rad. Las membranas se almacenaron en alicuotas
congeladas a -80 °C, hasta necesitarse.

b. Ensayos de unidn de radioligandos

Los ensayos de unidén de radioligandos se llevarcn a cabo en
una placa de ensayo de polipropileno de 96 cavidades con una
profundidad de 1,1 mL Axygen en un volumen de ensayo total de 200
plL con cantidad apropiada de proteina en membrana (~3, ~2 y ~20
ug para mu, delta y kappa, respectivamente) en tampdn de ensayo,
complementade con 0,025% de albumina de suerc bovino (BSA, del
inglés Bovine Serum Albumin). Los ensayos de unidén por saturacidn
para la determinacién de los valores Kyg del radioligando se
realizaron usando [*H]-Diprenorfina a 8-12 concentraciones
diferentes que oscilaban entre 0,001 nM y 5 nM. Los ensayocs de
desplazamiento para la determinacién de los valores pKi de los
compuestos se realizaron con [*H]-Diprencrfina a 0,5, 1,2 y 0,7
nM para mu, delta y kappa, respectivamente, y 11 concentraciones
del compuesto que oscilaban entre 10 pM y 100 uM.

Los datos de unidén se analizaron mediante analisis de
regresién no lineal con el paqguete de programas informaticos
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) usando
el modelo de 3 parametros para competencia de un sitio. El
minimo de la curva se fijé al valor en cuanto a la unidén no
especifica, segun se determindé en presencia de 10 uM de
naloxona. Se calcularon valores K; para los compuestos de
evaluacién, en Prism, a partir de los valores ICsy de mejor
ajuste, y el valor Kq del radioligando, usando la ecuacidn de
Cheng-Pruscff (Kij= ICs/(1+([L]/Ky4)) donde [L] = la concentracidn
de [*H]-Diprenorfina. Los resultados se expresan como el
logaritmo decéddico negativo de los valores Ki, pK;i.

Los compuestos de evaluacién gue tienen un valor pKj 2{1
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superior en estos ensayes tienen una afinidad de unidén superior
por el receptor opioide mu, delta ¢ kappa. El compuesto 1 exhibié
un valor pK; de 9,4 en el receptor opicide mu humano.

Ensayo 2: BActivacién mediada por agonistas del receptor
opioide mu en membranas preparadas a partir de celulas CHO-K1 que
expresan el receptor cpioide mu humano

En este ensayo, se determinaron los valores de actividad
intrinseca y potencia de los compuestos de evaluaclidédn al medir la
cantidad de GTP-Eu unido presente después de la activacidén del
receptor en membranas preparadas a partir de células CHO-K1 que
expresan el receptor opioide mu humano.

a. Preparacidén de membranas que expresan receptores opioides

Las membranas gque expresan receptores opioides mu humanos
(hMOP) se prepararon tal como se describidé con anterioridad, o se
adquirieron a través de Perkin Elmer. Los valo;es PKd ¥V Brax
informados para las membranas adguiridas determinados mediante
andlisis de saturacidén en un ensayo de unidén de radioligando con
[’H]-Diprencrfina fueron 10,06 y 2,4 pmol/mg de proteina,
respectivamente. La concentracién de proteinas se determiné
usando un kit de ensayc de proteinas Bradford de Bio-Rad. Las
membranas se almacenaron en alicuotas congeladas a -80 °C, hasta
necesitarse., Se diluyeron GTP-Eu y GDP liofilizados a 10 pM y 2
mM, respectivamente, en H,0 destilada doble, luego se mezclaron y
se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos
antes de la transferencia a muestras de alicuotas individuales
para almacenamiento a -20 °C.

b. Ensayo de intercambio de nucledtidos GTP-Eu mu humanos

Se realizaron ensayos de intercambio de nucledtidos GTP-Eu

usando el kit de unién a GTP DELFIA (Perkin/Elmer) en placas de

A
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filtro de 96 <cavidades AcroWell 96 de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Las membranas se prepararon tal
como se describid® con anterioridad, y antes del inicio del
ensayo, se diluyeron alicuotas a una concentracién de 200 ug/mL
en tampédn de ensayo (50mM HEPES, pH 7,4 a 25 °C), luego se
homogeneizaron durante 10 segundos usando un homogeneizador
Polytron. Los compuestos de evaluacidén se recibieron como
soluciones madre de 10 mM en DMSQO, diluidas a 400 pM en tampdn de
ensayo que contenia 0,1% de BSA; luego se realizaron diluciones
seriales (1:5) para generar diez concentraciones del compuesto
que oscilaban entre 40 pM - 80 uM; se diluyeron GDP y GTP-Eu a 4
pM v 40 nM, respectivamente, en el tampén de ensayo. El ensayo se
realizé en un volumen total de 100 uL que contenia 5 upg de
proteina de membrana, en donde el compuesto de evaluacidn
abarcaba desde 10 pM - 20uM}, 1 uM de GDP, y 10 nM de GTP-Eu
diluides en 10 mM de MgCl,, 50 mM de NaCl, y 0,0125% de BSA,
(concentraciones de ensayo final). Se incluyd una curva
concentracién-respuesta de DAMGO (Tyr-D-Ala-Gly-{metil}Phe-Gly-
0l) (que oscilaba entre 12,8 pM y 1 uM) en cada placa.

Se prepararon las placas de ensayo inmediatamente antes del
ensayo, seguido de la adicién de 25 pL de tampdn de ensayo, 25 nl
de compuesto de evaluacién, y 25 uL de GDP y GTP-Eu. El ensayo se
inicidé mediante la adicién de 25 pL de proteina de membrana y se
dejd incubar durante 30 minutos. Las placas de ensayo luegoc se
filtraron con un colector de vacio Waters conectado al regulador
a 10-12 pulgadas de Hg y se lavaron con solucién de lavado GTP (2
x 300 mL) a temperatura ambiente. Los fondos de las placas se
secaron para remover el exceso de liquido. Luego las placas se
leyeron inmediatamente para determinar la cantidad de GTP~Eu

unido al medir la fluorescencia resuelta en el tiempo (TRF, del
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inglés Time Resolved Fluorescence) en un lector :de placas de
Packard (Fusion Plate ReaderVehicle): el DMSO no excedid 1% de la
concentracidn de ensayo final.

La cantidad de GTP-Eu unidc es proporcional al grado de
activacidén de los receptores opicides mu por el compuesto de
evaluacidn. La actividad intrinseca (ALY, expresada como
porcentaje, se determind como la relacidn de la cantidad de GTP-
Eu unido observado para la activacidén por el compuesto de
evaluacidén con respecto a la cantidad observada para la
activacién por DAMGO, gque se presume es un agonista completo
(AI=100). El compuesto 1 demostrd una actividad intrinseca de -8
en este ensayo. Por ende, se ha demostrado que el presente agente
activo es un antagonista.

Ensayo 3: modelo de rata de eficacia in vivo

En este ensayo se evalud la eficacia de los compuestos de
evaluacidén en un modelo de transito gastrointestinal, que evalua
la actividad periférica. Este estudio fue aprobado por el Comite
Institucional para Uso y Cuidado de Animales (Institutional
Animal Care and Use Comité) en Theravance, Inc. y cumplid con la
guia para el cuidado y uso de animales de laboratorioc (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals) publicada por la Academia
Nacicnal de Ciencias (©®1996).

a. Ensayo de vaciado gastrico en ratas

Se evaluaron los compuestos de evaluacidén en el ensayo de
vaciado gastricco en ratas para determinar su habilidad para
revertir el vaciado gastrico retardado inducido por loperamida.
Las ratas se sometieron a ayuno toda la noche antes de la
administracién del vehiculo o compuestos de evaluacidn por via de
administracién intravenosa, subcutédnea, intramuscular u oral en

dosis que abarcaban desde 0,001 hasta aproximadamente 1aL«
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30 miligramos/kilogramo (mg/kg). La administracidén del compuesto
de evaluacién fue seguida de la administracidén subcuténea de
loperamida a una dosis de 1 mg/kg o vehiculo. Cinco minutos
después de la administracién de loperamida o vehiculo, se
administré una comida de carbén vegetal no absorbible, no
nutritiva mediante sonda nasogastrica, y se permitid que los
animales tuvieran libre acceso a agua durante los sesenta minutos
del experimento. Los animales luego se eutanizaron mediante
asfixia por didxido de carbono, seguido de toracotomia, y se
extirpé el estémago con cuidado. El estdmagoe se 1igd en el
esfinter esofadgico inferior y el esfinter pilérico para prevenir
el vaciado adicional durante la extraccién del tejido. El peso
gastrico se determindé luego después de la extraccidén de las
ligaduras.

b. 2Analisis de datos y resultados

Los datos se analizaron usando el paquete de programas
informéticos GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA). El porcentaje de las curvas de reversidén se obtuvo mediante
anélisis de regresién no lineal usando el modelo de curva de
dosis-respuesta sigmoidea (pendiente variable) y se calcularon
los valores IDs; de mejor ajuste. Se fijaron los maximos ¥
minimos de la curva respecto de los valores de control de la
loperamida {que indicaban 0% de reversién) y los valores de
control del vehiculo (que indicaban 100% reversidén},
respectivamente. Los resultados se expresan cCoOmo IDsy, la dosis
requerida para el ©50% de reversién de los efectos de la
loperamida, en miligramos por kilogramo. El compuesto 1,
administrado por via oral, exhibid un valor IDsg de 0,09 mg/kg en
el modelo de vaciado gastrico.

Si bien la presente invencién ha sido descrita con
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referencia a las formas de realizacidn especificas de la misma,
las personas versadas en el arte deberian compfender que se
pueden realizar varios cambios y que los egquivalentes se pueden
sustituir sin alejarse del verdadero espiritu y alcance de la
invencion. Asimismo, se pueden llevar a cabo muchas
modificaciones para adaptar una situacién, material, composiciodn,
proceso, paso o© pasos del proceso particulares al objetivo,
espiritu vy alcance de la presente invencidén. Todas dichas
modificaciones estan destinadas a ser comprendidas dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas a esta descripcidén. En
forma adicional, todas las publicaciones, las patentes y los
documentos patentes citados con anterioridad en las péginas
anteriores se incorporan por referencia en la presente en su
totalidad, como si hubieran sido incerporados por referencia en

forma individual.
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REIVINDICACIONES

1. Una forma sdlida cristalina de &acido (S)-4-((25,35)-7-
carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico o una sal clorhidrato
cristalina de acido (S)-4-{({25,38)-7-carbamoil-1, 1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-

butirico.

2. La forma sdélida cristalina de acuerdo con la
reivindicacidén 1, CARACTERIZADA porque la forma sélida cristalina
es acido (5)-4-((25,38)-7-carbamoil-1,l-dietil-3-metoxi-1,2,3,4~
tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico

cristalino.

3. La forma sélida cristalina de acuerdo con la
reivindicacién 2, CARACTERIZADA por un patrdén de difraccién de
rayos X de polvo que tiene picos de difraccidén a valores 28 de
6,9220,20 y 15,34+0,20, y que tiene dos o mas picos de difraccién
a valores 26 que se seleccionan entre: 10,24+0,20, 11,4810, 20,
12,32+0, 20, 13,46%0,20, 14,0440, 20, 17,3010,20, 18,06%0, 20,
20,30z0, 20, 21,42+0,20, 23,48%0, 20, 25,5440, 20, 26,9610, 20,

29,3040,20 y 30,72%0,20.

4, La forma sélida cristalina de acuerdo con la
reivindicacidén 3, CARACTERIZADA porque el patrén de difraccibn de
rayos X de polve comprende tres o mas picos de difraccién a
valores 286 que se seleccionan entre: 6,92+0,20, 10,2440,20,

13,46t0,20, 15,3410,20, 18,06%0,20 y 21,4210,20.

2‘2



67

5. La forma sélida cristalina de acuerde con la
reivindicacidén 2, CARACTERIZADA un patrdén de difraccién de rayos
X de polvo en el cual las posicicnes de los picos concuerdan
sustancialmente con las posiciones de los pices del patrén

ilustrado en la Figura 1.

6. La forma sélida <cristalina de acuerde con la
reivindicacién 2, CARACTERIZADA por un trazado de calorimetria
diferencial por  barride registrado a una velccidad de
calentamiento de 10 °C por minuto, gque muestra un maximo en flujo
de calor endetérmico a una temperatura gque oscila entre

aproximadamente 162 °C y aproximadamente 170 °C.

7. La forma sélida cristalina de acuerdo con la
reivindicacién 2, CARACTERIZADA por un trazado de calorimetria
diferencial por barrido gque concuerda sustancialmente con el

ilustrado en la Figura 2.

8. La forma sdlida cristalina de acuerdo con la
reivindicacidén 2, CARACTERIZADA por un patrdén de difraccién de
rayos X de polvo que tiene picos de difraccidén a valores 206 de
9,05+0,20 vy 1l6,52%0,20, y gue tiene.dos o mas picos de difraccidn
a valores 26 gque se seleccionan entre: 9,80%0,20, 12,44+0,20,
12,92+0,20, 14,21%0,20, 15,62+0,20, 17,2710, 20, 19,0420, 20,
19,85+0,20, 21,29+CG,20, 22,43+0,20, 23,481%0,20, 23,%9x0,20 vy

26,09z0,20.

9. La forma sélida cristalina de acuerdo con la
reivindicacién 8, CARACTERIZADA porgue el patrédn de difraccidn de

rayos X de polvo comprende dos o mas pilcos de difraccidén a

7%



68

valores 206 gue se seleccionan entre: 9,05+0,20, 9,80xC,20,

12,44+0,20, 12,92+0,20, 16,52+0,20, 23,99+0,20 y 26,09%0,20.

i0. La forma sdélida cristalina de acuerde con la
reivindicacidén 1, CARACTERIZADA porgue la forma sélida cristalina
es la sal clorhidrato cristalina del acido (8)-4-((25,35)-7-
carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-

ilamine)-2-ciclohexilmetii-butirico.

11. La forma sélida cristalina de acuerdo con 1la
reivindicacién 10, CARACTERIZADA por un patrén de difraccidén de
rayos X de polvo gque tiene dos o mas picos de difraccién a
valores 286 gque se seleccionan entre 6,80+0,20, 9,80%0,20,
12,7140,20, 13,31+0,20, 15,14+0, 20, 19,97+0,20, 21,4440,20,

22,64+0,20, 23,27+0,20, 24,4410,20 y 25,37%0,20.

12. Una composicién farmacéutica  CARACTERIZADA porque
comprende un portador farmacéuticamente aceptable y la forma
sélida cristalina de acuerdo <con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 11.

13. Un procesc CARACTERIZADO porgue es para preparar acido
(85)y=-4-((25,358)-7-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-2-~ilamino) -2-ciclohexilmetil-butirico
cristalino (compuesto 1), en donde diche procesc comprende
desproteger éster bencilico del acido (§)~-4~((25,35)-7-carbamoil-
1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-
eielohexilmetil-butirico mediante hidrogendlisis catalitica en
presencia de un diluyente polar que comprende entre

aproximadamente 10% y aproximadamente 20% de agua para formar el :acﬁ
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compuesto cristalino 1.

14. Un ©procesc para preparar 4acido (S)-4~((25,35)-7-
carbamoil-1,l1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico cristalino {compuesto 1),
dicho proceso CARACTERIZADC porque comprende:

(2) hacer reaccionar éster bencilico del 4&cidec (S§)-2-

ciclohexilmetil-4-oxe-butirico (4)

con amida del acido (6S,7S)=-7-amino-8,8-dietil-6-metoxi-5,6,7,8-

tetrahidronaftaleno-2-carboxilico (3)

para formar éster bencilico del &acido (5)-4-((25,38)-7-carbamoil-
1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-ilamino)-2-

ciclohexilmetil-butirice (2)

(b) desproteger el compuesto de férmula 2 mediante
hidrogentlisis catalitica en presencia de un diluyente polar que
comprende entre aproximadamente 10% y aproximadamente 20% agua

&

para formar el compuesto cristalino 1.
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15. Un proceso para preparar Aacide (8)-4=-((25,35)-7-
carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-
ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico cristalino, dicho proceso
CARACTERIZADO porgue comprende:

{(a) dispersar acido ($y-4-((25,35)-7-carbamoil~1,1-dietil-3-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2~ilamino)-2-ciclohexilmetil-
butirico en un diluyente peolar que comprende entre
aproximadamente 3% y aproximadamente 20% de agua para formar una
mezcla;

{b) mantener la mezcla durante al menos aproximadamente 12
horas; vy

(c) aislar el acido (S)-4-((25,35)~7-carbamoil-1,1-dietil-3~-
metoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-

butirico cristaline de la mezcla.

16. Un compuesto CARACTERIZALDO porque es de férmula 4

5

denotado por el nombre quimico éster bencilico del acido (5)-2-
ciclohexilmetil-4-oxo-butirico; o un aducto de bisulfito del

mismo de férmula 5
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ciclohexil

17.

71

por el nombre quimico {S)~-3-benciloxicarbonil-4-

~1-hidroxi-butano-1l-sulfonato de sodio.

Un compuesto CARACTERIZADO porque es de formula 2

denotado por el nombre gquimico éster bencilico del &acido (8)-4-

{(25,35)=-7
tetrahidro

sal clorhi

18.
Acido

tetrahidro

19.
carbamoil-

ilamino) -2

-carbamoil-1,1-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-
naftalen-2-ilamineo)-2-ciclohexilmetil-butirico o una

drato del mismo.

Una sal clorhidrato cristalina de éster bencilico del
{8§)-4-((28,35)-7T-carbameoil-1,1l-dietil-3-metoxi-1,2,3,4-

naftalen-2-ilamino)-2-ciclohexilmetil-butirico.

Un proceso para preparar acido (S)-4-((25,38)-7-
1,1-dietil-3-metoxi~1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-

-ciclohexilmetil-butirice, dicho proceso CARACTERIZADO

porque comprende:

(a)
ciclohexil

aminc-8, 8-

hacer reaccionar éster bencilico del &acideo (8§}-2-
metil-4-oxo-butirico (4) con amida del Acido (65,7S5)-7-

dietil-6-metoxi-5,6,7,8-tetrahidro-naftaleno-2-

carboxilico (3) para formar éster bencilico del acide (S5)-4-

((25,38)-7
tetrahidro
(b)

catalitica

-carbamoil-1,1-dietil~3-metoxi-1,2,3,4~
naftalen-2-ilamino)-2-ciclcochexilmetil-butirico (2); y
desproteger el compuesto 2 mediante hidrogendlisis

para formar A&cido (5)-4-{{25,38)-7T-carbamecil-1,1-
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dietil-3-metoxi~1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ilamino)-2-

ciclohexilmetil-butiricoe.

20. Una forma sdélida cristalina de acuerdo con  una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, CARACTERIZADA porque
es para uso en el tratamiento de una enfermedad o condicién
médica en un mamifero, mejorada mediante tratamientc con un

antagonista de receptores copioides mu.

21. La forma sdélida cristalina de acuerdo con la
reivindicacién 20, CARACTERIZADA porque la enfermedad o condiciédn
es disfuncién intestinal inducida por agentes opilcides o 1ileo

posoperatorio.

22. La forma sélida cristalina de acuerdo con 1la
reivindicacién 20, CARACTERIZADA porque la enfermedad o condicidn
es un trastorno de movilidad reducida del tracto

gastrointestinal.

23. Una forma sdélida cristalina de acuerdo con una
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 11, CARACTERIZADA porque
es para uso en la reduccién o prevencidédn de un efecto colateral

asociado con el uso de un agente opioide en un mamifero.

24. Un método CARACTERIZADO porgque es para tratar un
mamifero que tiene una <condicidén médica mejorada mediante
tratamiento con un antagonista de receptores opioides mu, en
donde dicho método comprende administrar al mamifero wuna
composicidn farmacéutica que comprende un pertador

farmacéuticamente aceptable y la forma sélida cristalina de

%



73

acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

25. El método de acuerdo con la reivindicacién 24,
CARACTERIZADC porque la condicién médica es disfuncién intestinal

inducida por agentes opioides o ilec posoperatorio.

26, Un método para reducir o prevenir un efecto colateral
asoclado con el uso de un agente opiocide en un mamifero, dicho
método CARACTERIZADO porque comprende administrar al mamifero un
agente opioide y la forma sdélida cristalina de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

27. Un métedo para mejorar la movilidad del tracto
gastrointestinal en un mamifero, diche método CARACTERIZADRO
porque comprende administrar al mamifero un composicidn
farmacéutica que comprende un portador farmacéuticémente
aceptable vy la forma sdélida cristalina de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicacicnes 1 a 11.

28. Un método para antagonizar un receptor opiocide mu en un
mamifero, dicho método CARACTERIZADC porque comprende administrar
al mamifero una composicién farmacéutica que comprende un
portador farmacéuticamente aceptable y la forma sélida cristalina

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
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