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POLIMORFOS CRISTALINOS DE LA BASE LIBRE DE 2-HIDROXI-6-((2-
(1-ISOPROPIL-1H-PIRAZOL-5-IL)PIRIDIN-3-IL)METOXI)BENZALDEHIDO

Antecedentes
El 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-il)metoxi)benzaldehido

es un compuesto de férmula:
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La anemia drepanocitica es un trastorno de los eritrocitos, que afecta en
particular a personas de descendencia africana y mediterranea. El origen de la
anemia drepanocitica se halla en la hemoglobina drepanocitica (HbS) que
contiene una mutacion puntual respecto a la secuencia peptidica prevalente de la
hemoglobina (Hb).

La hemoglobina (Hb) transporta moléculas de oxigeno desde los pulmones
hasta varios tejidos y organos repartidos por todo el cuerpo. La hemoglobina se
une al oxigeno y lo libera mediante cambios conformacionales. La hemoglobina
drepanocitica (HbS) contiene una mutacion puntual en la que el acido glutamico se
reemplaza por valina, lo cual hace que la HbS tienda a polimerizar y confiera a los
eritrocitos que contienen HbS su forma de hoz caracteristica. Las células
drepanociticas son también mas rigidas que los eritrocitos normales y su falta de
flexibilidad puede hacer que los vasos sanguineos se bloqueen. Se necesitan
agentes terapéuticos que puedan tratar trastornos que son mediados por la Hb o
por una Hb anémala tal como HbS, como por ejemplo, 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-
1H-pirazol-5-il)piridin-3-il)metoxi)benzaldehido.

Es importante que cuando se utiliza una forma cristalina de un agente
terapéutico, como 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-
il)metoxi)benzaldehido o una de sus sales, para tratar a los seres humanos, esta
retenga su estabilidad polimérfica y quimica, su solubilidad y otras propiedades
fisicoquimicas con el tiempo y entre lotes fabricados del agente diferentes. Si las
propiedades fisicoquimicas varian con el tiempo y entre lotes, la administracion de
una dosis terapéuticamente eficaz se vuelve problematica y puede dar lugar a
efectos secundarios téxicos o que la terapia sea ineficaz, en particular si un
polimorfo determinado descompone, antes de usarlo, a un compuesto menos

activo, inactivo o téxico. Por tanto, es importante elegir una forma del agente
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cristalino que sea estable, se fabrique de forma reproducible y tenga unas
propiedades fisicoquimicas favorables para su uso como agente terapéutico.

Sin embargo, la técnica sigue sin poder predecir qué forma cristalina de un
agente poseera una combinacion de las propiedades deseadas y sera adecuada
para administrarla a los seres humanos, y como sinterizar el agente en tal forma
cristalina.

Compendio

Ansolvatos

Esta invencion tiene origen en parte en el descubrimiento de que una sal
clorhidrica del Compuesto 1 se desproporciona de HCI o lo pierde, y la
desproporcionacion de la sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua genera la base
libre, y la desproporcionacion fue sencilla al exponerla a una humedad elevada,
con molienda en humedo y en contacto directo con agua (p. €j., suspension
densa). La sal sulfato del Compuesto 1 también se desproporciona de ciertos
disolventes tales como sulféxido de dimetilo y metanol cuando se hace precipitar
con agua. La volatilizacion del HCI fue evidente en cuestion de horas de
exposiciéon a condiciones desecantes. Por ejemplo, la conversion parcial en la
base libre se observé en cuestiéon de 12 horas a 30 °C. Por consiguiente, la base
libre del Compuesto 1 proporciona una entidad quimica mas estable en
comparacion con la sal clorhidrica o sulfato correspondiente y otra sal de este tipo.

[0007] Se acaba de descubrir que el 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-
5-il)piridin-3-il)metoxi)benzaldehido (o Compuesto 1), es decir, la base libre del
Compuesto 1, se puede obtener como una o mas formas de ansolvatos cristalinos,
varias de las cuales se denominan en la presente Forma |, Forma |l y Material N
cristalinas. En realizaciones preferidas, la base libre del Compuesto 1 es un
ansolvato cristalino, tal como una forma cristalina anhidra. La base libre del
Compuesto 1 se puede obtener a partir de su forma salina correspondiente, tal
como la sal clorhidrica del Compuesto 1.

[0008] Se identificaron tres formas cristalinas anhidras de la base libre,
denominadas Formas [, Il y Material N de la base libre. Se ha descubierto que la
nucleaciéon de la Forma | de la base libre normalmente se produce primero a partir
de una suspension densa. La prolongacion del tiempo en suspension densa puede
inducir la transformacion de la Forma | de la base libre en la Forma Il de la base
libre, una fase termodinamicamente mas estable en comparacioén con la Forma I.
También se ha descubierto que el Material N de la base libre puede ser estable en

comparacion con las Formas | y I, a temperatura ambiente.
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[0009] EI material N de la base libre se comprobé que estaba
enantiotrépicamente relacionado con la Forma Il y se transformara de forma
reversible a una temperatura de transicion especifica (que se estimé en la
presente que era proxima a 40-42 °C). Por encima de la temperatura de transicion,
la Forma Il de la base libre parece ser la forma mas estable, en comparacion con
la Forma | y el Material N. Por tanto, a temperaturas operacionales inferiores a 40
°C, p. €j., a 30 °C, la base libre del Compuesto 1 existe principalmente como el
Material N, que puede contener cierta cantidad de la Forma Il residual. Por tanto, a
temperaturas operacionales superiores a 40 °C, p. €j., a 50 °C, la base libre del
Compuesto 1 existe principalmente como la Forma Il, que puede contener cierta
cantidad del Material N residual. A 40 °C se observa muy poca conversion
apreciable entre el Material N y la Forma |l. Esto se considera cierto para las
suspensiones densas de la base libre en ciertos disolventes y en el estado sdlido.
En una realizacion, la forma o las formas de la base libre cristalina del Compuesto
1 no experimentan ninguna transformacion polimoérfica en condiciones adecuadas
para la fabricacion y el almacenamiento de las formas cristalinas.

Forma |

En una realizacién, la base libre cristalina del Compuesto 1 comprende la
Forma cristalina |, que se caracteriza por un pico endotérmico a (97+2) °C segun
se mide mediante calorimetria diferencial de barrido. En otra realizacion, la Forma
cristalina | de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por la
ausencia sustancial de eventos térmicos a temperaturas por debajo del pico
endotérmico a (97+2) °C segun se mide mediante calorimetria diferencial de
barrido. En otra realizacién, la Forma cristalina | de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion
Ka del Cu) a uno o mas de 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°, 17.60°, 25.14°, 25.82° y
26.44° +0.2 °20. En otra realizacion, la Forma cristalina | de la base libre del
Compuesto cristalino 1 se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X en
polvo (radiaciéon Ka del Cu) sustancialmente similar al de la FIG. 3.

En otra realizacién, la Forma cristalina | de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacion Ka del Cu) seleccionado entre 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°, 17.60°,
25.14°, 25.82° y 26.44° (cada uno 0.2 °20). En otra realizacion, la Forma
cristalina | de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos
dos picos de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionados
entre 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°, 17.60°, 25.14°, 25.82° y 26.44° (cada uno
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10.2 °26). En otra realizacion, la Forma cristalina | de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos tres picos de difraccidon de rayos X en
polvo (radiaciéon Ka del Cu) seleccionados entre 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°,
17.60°, 25.14°, 25.82° y 26.44° (cada uno £0.2 °20).

En otra realizacion, la Forma | se caracteriza por 1, 2, 3, 4 0 mas picos
como los tabulados mas adelante.

Picos observados para la Forma |, XRPD archivo 609973.

°20 Espaciado d (A) Intensidad (%)
5.52 +0.20 16.021 £ 0.602 68
12.82 +0.20 6.906 + 0.109 74
15.03 £ 0.20 5.897 £ 0.079 38
15.74 £ 0.20 5.629 + 0.072 46
16.03 £ 0.20 5.530 £ 0.069 46
16.63 + 0.20 5.331 £ 0.064 61
17.60 + 0.20 5.040 £ 0.057 100
18.74 £ 0.20 4.736 £ 0.051 24
19.07 £ 0.20 4.654 £ 0.049 17
19.35+0.20 4.587 + 0.047 23
20.32 £ 0.20 4.370 £ 0.043 18
21.64 £0.20 4.106 + 0.038 23
22.80+£0.20 3.901 £ 0.034 26
23.28 £ 0.20 3.821 £ 0.033 34
25.14 £ 0.20 3.543 £ 0.028 52
25.82 +0.20 3.451 + 0.026 81
26.44 £ 0.20 3.371 £ 0.025 51
27.91+£0.20 3.197 £ 0.023 17
28.19+£0.20 3.165 £ 0.022 26
Forma Il

En otra realizacion, la base libre del Compuesto cristalino 1 comprende la
Forma cristalina Il, que se caracteriza por un pico endotérmico a (97+2) °C segun
se mide mediante calorimetria diferencial de barrido. En otra realizacion, la Forma
cristalina Il de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por la
ausencia sustancial de eventos térmicos a temperaturas por debajo del pico
endotérmico a (97+2) °C segun se mide mediante calorimetria diferencial de
barrido. En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la base libre del Compuesto

cristalino 1 se caracteriza por un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion



5

Ka del Cu) a uno o mas de 13.37°, 14.37°, 19.95° 0 23.92 °26. En otra realizacién,
la Forma cristalina Il de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por
un patrén de difraccién de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) sustancialmente
similar al de la FIG. 5.

En otra realizacion, la Forma cristalina |l de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacion Ka del Cu) seleccionado entre 13.37°, 14.37°, 19.95° y 23.92°26 (cada
uno =0.2 °20). En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la base libre del
Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos dos picos de difraccion de
rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionados entre 13.37°, 14.37°, 19.95°
y 23.92°208 (cada uno +0.2 °28). En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la
base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos tres picos de
difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionados entre 13.37°,
14.37°, 19.95° y 23.92°26 (cada uno 0.2 °26).

En otra realizacion, la Forma |l se caracteriza por 1, 2, 3, 4 o0 mas picos
como los tabulados mas adelante.

Picos observados para la Forma Il, XRPD archivo 613881.

°26 Espaciado d (A)  Intensidad (%)
5.62 £ 0.20 15.735 £ 0.581 24
12.85 £ 0.20 6.888 £ 0.108 22
12.97 £ 0.20 6.826 £ 0.106 21
13.37 £ 0.20 6.622 £ 0.100 100
14.37 £ 0.20 6.162 £ 0.087 56
15.31£0.20 5.788 £+ 0.076 21
16.09 £ 0.20 5.507 £ 0.069 23
16.45 £ 0.20 5.390 £ 0.066 69
16.75 £ 0.20 5.294 + 0.064 32
16.96 £ 0.20 5.227 + 0.062 53
19.95 £ 0.20 4.450 £ 0.045 39
20.22 £ 0.20 4.391 £ 0.043 20
23.18 £ 0.20 3.837 £ 0.033 38
23.92 £ 0.20 3.721 £ 0.031 41
24.40 £ 0.20 3.648 + 0.030 44
24.73 £ 0.20 3.600 + 0.029 22
24.99 £ 0.20 3.564 + 0.028 50

25.12+£0.20

3.545 £ 0.028

28



25.39+0.20 3.509 £ 0.027 51
25.70 £ 0.20 3.466 £ 0.027 21
26.19+£0.20 3.403 £ 0.026 27
26.72 £ 0.20 3.336 £ 0.025 30
27.02 £0.20 3.300 £ 0.024 25
27.34 £0.20 3.262 £ 0.024 23
28.44 +0.20 3.138 £ 0.022 20

En una realizacion preferida, la Forma cristalina |l se prepara a partir de una
suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en heptano, a
partir de la cual se forma la Forma cristalina Il y se filtra. Por tanto, en algunas
realizaciones, la Forma cristalina Il comprende heptano residual (1-500 ppm). En
otra realizacién preferida, la Forma cristalina Il se prepara a partir de una
suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en agua, a partir
de la cual se forma la Forma cristalina Il y se filtra.

La Forma cristalina Il presenta varias ventajas en comparacion con la
Forma cristalina | o el Material N. Por ejemplo, la Forma cristalina Il se puede
preparar a partir de una suspensiéon densa que comprende la base libre del
Compuesto 1 en heptano, que es adecuada para los protocolos de buenas
practicas de fabricacion (GMP, por sus siglas en inglés). Ademas, en una
realizacién aun mas preferida, la Forma cristalina Il se puede preparar a partir de
una suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en agua o la
sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua, lo cual reduce o elimina la necesidad de
disolvente durante la recristalizacion. Por tanto, en algunas realizaciones, la Forma
cristalina Il del Compuesto 1 comprende menos de 500 ppm, 100 ppm, menos de
50 ppm o menos de 10 ppm de disolvente organico. Ademas, la Forma Il tiene
menos propension que el Material N a aglomerar al reducir su tamafio, p. e€j., al
molerlo. Como tal, la Forma Il tiene una fluidez mayor que el Material N. Ciertas
ventajas ilustrativas y no limitantes de la Forma Il frente al Material N (es decir, la

Forma N) se muestran en la siguiente tabla.
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DATOS/EXPERIMENTO | RESULTADOS/ESTADO

Identificar el disolvente Forma N:
adecuado para ampliar Numero limitado de disolventes adecuados
la escala en comparaciéon con la Forma |l

Se identificé el MTBE (adecuado para GMP;
disolvente de Clase lll)

Los resultados al ampliar la escala parecen

buenos

Forma llI:

Mas opciones de disolvente que la Forma N,
que incluyen el H,O
El disolvente actual es el heptano (adecuado para
GMP; disolvente de la Clase IlI)

Producida en una escala de 5 kg

Tiempo de formacién mas rapido que N (se
podria traducir en un ahorro de 2-3 dias en el
tiempo de produccion)

Mejor recuperacién que N

Tamano/Morfologia de Se observo una morfologia acicular para la
Nyl Forma N; material compuesto por particulas
pequenas y grandes

Los aglomerados son un problema para la
Forma N en comparacién con la Forma Il (se
observé menos aglomeracion con un método de

energia reducida)

Comparacion PK Las administraciones orales de las Formas N
(farmacocinética) de Ny | y Il de GBT440 a ratas generaron una exposicion

I comparable en dosis de 100 y 500 mg/kg

Material N

En otra realizacion, la base libre del Compuesto cristalino 1 comprende el
Material cristalino N, que se caracteriza por un pico endotérmico a (95+2) °C
segun se mide mediante calorimetria diferencial de barrido. Las expresiones

“Material N”, “Forma N” y “Forma N polimorfica” se utilizan de forma indiferente en

la presente. En otra realizacion, el Material cristalino N de la base libre del
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Compuesto cristalino 1 se caracteriza por la ausencia sustancial de eventos
térmicos a temperaturas por debajo del pico endotérmico a (95+2) °C segun se
mide mediante calorimetria diferencial de barrido. En otra realizacion, el Material
cristalino N de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por un pico
de difraccion de rayos X en polvo (radiacién Ka del Cu) a uno o mas de 11.65°,
11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° o 23.48 °20. En otra realizacién, el Material
cristalino N de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por un patron
de difraccidn de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) sustancialmente similar al
delaFIG. 7.

En otra realizacion, el Material cristalino N de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacién Ka del Cu) seleccionado entre 11.65°, 11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° y
23.48 °20 (cada uno 0.2 °20). En otra realizacion, el Material cristalino N de la
base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos dos picos de
difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionado entre 11.65°,
11.85°,12.08°, 16.70°, 19.65° y 23.48 °26 (cada uno 0.2 °20). En otra realizacion,
el Material cristalino N de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza
por al menos tres picos de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu)
seleccionado entre 11.65°, 11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° y 23.48 °26 (cada uno
10.2 °20).

En otra realizacién, el Material N se caracteriza por 1, 2, 3, 4 0 mas picos
como los tabulados mas adelante.

Picos observados para el Material N, XRPD archivo 615765.

°20 Espaciado d (A)  Intensidad (%)
5.55+0.20 15.924 + 0.595 54
11.65+£0.20 7.597 £ 0.132 31
11.85+£0.20 7.468 £ 0.128 50
12.08 £ 0.20 7.324 £+ 0.123 31
12.67 £ 0.20 6.987 £ 0.112 29
13.12 £ 0.20 6.748 £ 0.104 83
14.94 £ 0.20 5.929 + 0.080 34
15.19+£0.20 5.832 £ 0.077 56
15.76 £ 0.20 5.623 £ 0.072 20
16.70 £ 0.20 5.310 £ 0.064 100
17.35+£0.20 5.112 £ 0.059 52

19.65 +0.20

4.517 + 0.046

60



23.48 £0.20 3.789 £ 0.032 72
23.68 £ 0.20 3.757 £ 0.032 29
25.25+0.20 3.527 £ 0.028 20
2547 £0.20 3.497 £ 0.027 20
25.70+£0.20 3.466 £ 0.027 85
26.04 £ 0.20 3.422 £ 0.026 35
26.37 £0.20 3.380 £ 0.025 55

En algunas realizaciones, la base libre del Compuesto cristalino 1
comprende el Material cristalino N y menos de un 25% molar, un 10% molar o un
5% molar de las Formas cristalinas | o Il, o formas amorfas del Compuesto 1.

En otra realizacién, el Material cristalino N se prepara a partir de una
suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en éter tert-butil
metilico (MTBE), a partir de la cual se forma el Material cristalino N y se filtra. Por
tanto, en algunas realizaciones, el Material cristalino N comprende MTBE residual
(1-500 ppm).

El Material cristalino N presenta varias ventajas en comparacion con las
Formas cristalinas | o Il. Por ejemplo, el Material cristalino N se puede preparar a
partir de una suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en
MTBE, que es adecuada para los protocolos de buenas practicas de fabricacion
(GMP, por sus siglas en inglés).

En algunas realizaciones, las formas de ansolvatos cristalinas son estables
en contacto con agua, heptano, éter isopropilico (IPE), MTBE y tolueno, y otros
disolventes de este tipo.

En una de sus realizaciones referentes a métodos, esta invencion
proporciona un método para preparar la base libre cristalina sélida del Compuesto
1 que comprende, p. €j., la Forma |, la Forma Il y/o el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para incrementar la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina S en un
sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina del Compuesto 1,
que comprende, p. €j., la Forma |, la Forma Il y/o el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para tratar la deficiencia de oxigeno asociada con la anemia
drepanocitica en un sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto
que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina

del Compuesto 1, que comprende, p. €j., la Forma I, la Forma Il y/o el Material N.
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En todos estos tratamientos, la cantidad eficaz de la base libre del
Compuesto 1, que comprende, p. €j., la Forma |, la Forma Il y/o el Material N, para
el paciente tratado ya se ha descrito en la técnica.

Solvatos

Esta invencion surge en parte del descubrimiento de que los polimorfos de
ansolvatos de la base libre del Compuesto 1 forman polimorfos de solvatos con
diversidad de disolventes, preferentemente diferentes de ciertos disolventes
hidrocarbonados, agua y éteres.

También se contempla el uso de solvatos de la base libre cristalina del
Compuesto 1 (p. ej., de acetona, acetonitrilo, diclorometano, dioxano, etanol,
acetato de etilo, alcohol isopropilico, cetona etil metilica (MEK) y tetrahidrofurano),
p. €j., como intermedios para regenerar el ansolvato cristalino de la base libre del
Compuesto 1. Tales métodos pueden incluir, sin caracter limitante, someter el
solvato a condiciones de vacio; y/o generar una sal y desproporcionarla en agua
para formar el ansolvato; y/o suspender o lavar el solvato con un disolvente menos
propenso a formar solvatos tales como heptano, éter diisopropilico (IPE), éter tert-
butil metilico (MTBE) y tolueno.

En una de sus realizaciones referentes a métodos, esta invencidn
proporciona un método para preparar las formas cristalinas solvatadas que se
proporcionan en la presente.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para incrementar la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina S en un
sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas de las formas cristalinas
solvatadas que se proporcionan en la presente.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para tratar la deficiencia de oxigeno asociada con la anemia
drepanocitica en un sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto
que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas de las formas
cristalinas solvatadas que se proporcionan en la presente.

En todos estos tratamientos, la cantidad eficaz de la base libre del
Compuesto 1 para el paciente tratado ya se ha descrito en la técnica.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un perfil de XRPD de la sal clorhidrica cristalina antes

(superior) y después (inferior) de suspenderla durante 5 minutos en agua.
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La FIG. 2 es un perfil de XRPD de la Forma | (superior), la Forma I
(intermedia), y el Material cristalino N (inferior) de la base libre.

La FIG. 3 es un perfil de XRPD y la indexacion contemplada para la Forma |
de la base libre.

La FIG. 4 es una caracterizacion térmica de la Forma | de la base libre.

La FIG. 5 es un perfil de XRPD vy la indexaciéon contemplada para la Forma
Il de la base libre.

La FIG. 6 es una caracterizacion térmica de la Forma Il de la base libre.

La FIG. 7 es un perfil de XRPD del Material cristalino N de la base libre.

La FIG. 8 es una caracterizacion térmica del Material cristalino N de la base
libre.

La FIG. 9 representa un diagrama de energia-temperatura entre las Formas
[, II'y el Material cristalino N de la base libre. Las isobaras de entalpia (H) y
energia libre (G) de cada forma se representan como una funcién de la
temperatura. AH; es el calor de fusién; T es la temperatura de transicion; m es la
temperatura de fusién; los superindices /, Il y N se refieren a los polimorfos. *En
las condiciones de ensayo, no se disponia de suficiente informacién para
representar graficamente la isobara de energia libre de la Forma | por debajo de 6
°C y por encima de la temperatura de transicion estimada TV-; |la isobara
probablemente se interseca con G, a una temperatura inferior a m’, lo cual ofrece
la posibilidad de que la Forma | pueda ser enantiotrépica respecto a la Forma I
(en la que T aparece por debajo de 6 °C) y/o el Material cristalino N (en el que T"-
N aparece por debajo de T o T aparece por encima de T™-/ pero no ambos
casos). Las isobaras de energia libre solamente se pueden intersecar entre si una
vez.

La FIG. 10 representa los espectros de RMN de '3C en estado sélido de las
Formas | (superior), Il (intermedia) y el Material N (superior) de la base libre. La
Forma | contiene una molécula por unidad asimétrica. EI Material N contiene
cuatro moléculas por unidad asimétrica. Tal como se observa en los espectros de
RMN de '3C en estado solido, las Formas Il y N no experimentaron transicién por
encima de 250 K-340 K. Los desplazamientos quimicos varian ligeramente con la
temperatura (esto no se ilustra graficamente).

La FIG. 11 representa los espectros de RMN de '°N en estado sélido de las
Formas | (superior), Il (intermedia) y el Material N (superior) de la base libre.

La FIG. 12 representa una curva de calorimetria diferencial de barrido

(DSC, por sus siglas en inglés) del Material N de la base libre.
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La FIG. 13 representa una curva de DSC de la Forma Il de la base libre.

La FIG. 14 representa una curva de DSC de la Forma | de la base libre.

La FIG. 15 representa un perfil de XRPD de experimentos de maduracion
para la base libre del Compuesto 1 a varias temperaturas.

La FIG. 16 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material E
solvatado.

La FIG. 17 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material F
solvatado.

La FIG. 18 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material G
solvatado.

La FIG. 19 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material H
solvatado.

La FIG. 20 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material J
solvatado.

La FIG. 21 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material K
solvatado.

La FIG. 22 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material L
solvatado.

La FIG. 23 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material M
solvatado.

La FIG. 24 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material O
solvatado.

La FIG. 25 representa una comparacion de los perfiles de XRPD de
solvatos isoestructurales contemplados de la base libre del Compuesto 1. Desde
la parte superior a la inferior: Material E a partir de acetona; Material F a partir de
ACN; Material G a partir de DCM; Material H a partir de dioxano; Material J a partir
de EtOH; Material K a partir de IPA/agua (también obtenido a partir de IPA); y
Material L a partir de THF, Material M a partir de MEK.

Descripcion detallada

Tal como se ha indicado anteriormente, esta invencion se refiere, en parte,
a una base libre estable del Compuesto 1y, en particular, a la Forma |, la Forma Il
o el Material N de la base libre. Sin embargo, antes de discutir esta invencion mas
detalladamente, se definiran los siguientes términos.

Definiciones

Los siguientes términos, tal como se utilizan en la presente, tienen los

siguientes significados.
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Las formas en singular “un”, “una”, “el’ y “la” y similares incluyen los
referentes en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por
tanto, por ejemplo, la referencia a “un compuesto” incluye tanto un unico
compuesto como una pluralidad de compuestos diferentes.

El término “aproximadamente”, cuando se utiliza precediendo a una
designacion numeérica, p. ej., temperatura, tiempo, cantidad y concentracion,
incluido un rango, indica aproximaciones que podran variar en £ un 10%, 5% o
1%.

El término “administracién” se refiere a la introduccion de un agente en un
paciente. Se puede administrar una cantidad terapéutica, la cual puede ser
determinada por el médico responsable del tratamiento o profesional similar. Se
prefiere una via de administracién oral. Los términos y frases relacionados
“administrar” y “administracién de”, cuando se utilizan en relacibn con un
compuesto (y equivalentes gramaticales) se refieren tanto a la administracion
directa, que puede ser la administracion a un paciente por parte de un profesional
médico o la autoadministraciéon por parte del paciente, y/o a la administracion
indirecta, que puede ser el acto de recetar un farmaco. Por ejemplo, un médico
que indica a un paciente que debe autoadministrarse un farmaco y/o que
proporciona una receta de un farmaco a un paciente esta administrando el
farmaco al paciente. En cualquier caso, la administracién supone el suministro del
farmaco al paciente.

El “ansolvato cristalino” del Compuesto 1 es una forma sélida cristalina de
la base libre de 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-
illmetoxi)benzaldehido, tal como, p. ej., la Forma cristalina |, Forma Il o el Material
N tal como se describen en la presente. Cada una de las redes cristalinas de la
Forma |, Forma Il o el Material N esta sustancialmente exenta de disolventes de
cristalizaciéon. Sin embargo, cualquier disolvente que esté presente no esta
incluido en la red cristalina y estara distribuido aleatoriamente en el exterior de la
red cristalina. Por tanto, los cristales de la Forma |, Forma Il o el Material N en su
mayor parte pueden contener, en el exterior de la red cristalina, cantidades
pequeias de uno o mas disolventes, tales como los disolventes empleados en su
sintesis o cristalizacion. Las expresiones “sustancialmente exenta de” vy
“‘cantidades pequenas”, tal como se utilizan anteriormente, se refieren a una
presencia de disolventes preferentemente menor de 10 000 partes por millén

(ppm) 0 mas preferentemente menor de 500 ppm.
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El “solvato cristalino” del Compuesto 1 es una forma sdlida cristalina de la
base libre de 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-
il)metoxi)benzaldehido, en la que las redes cristalinas comprenden uno o mas
disolventes de cristalizacion.

El término “caracterizacion” se refiere a obtener datos que se pueden
utilizar para identificar una forma sodlida de un compuesto, por ejemplo, para
identificar si la forma soélida es amorfa o cristalina, y si esta solvatada o no. El
proceso mediante el cual se caracterizan tales formas sélidas implica el analisis de
los datos recogidos sobre las formas polimérficas para que de este modo un
experto en la técnica pueda distinguir una forma sélida de otras formas sélidas que
contienen el mismo material. La identidad quimica de las formas sdlidas
normalmente se puede determinar mediante técnicas en estado de solucidn tales
como ®C RMN o 'H RMN. Aunque estas técnicas pueden ayudar a identificar un
material y una molécula de disolvente para un solvato, tales técnicas en estado de
solucion puede que no sean capaces por si solas de proporcionar informacion
sobre el estado sélido. Sin embargo, existen técnicas analiticas en estado soélido
que se pueden utilizar para proporcionar informacion sobre la estructura en estado
sélido y diferenciar entre formas soélidas polimérficas, tales como la difraccién de
rayos X de un monocristal, difraccién de rayos X en polvo (XRPD, por sus siglas
en inglés), resonancia magnética nuclear en estado sdlido (SS-RMN), vy
espectroscopia infrarroja y Raman, y técnicas térmicas tales como la calorimetria
diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés), '3C-RMN en estado sélido,
termogravimetria (TG), punto de fusion y microscopia en platina de calentamiento.

Para “caracterizar” una forma solida de un compuesto, se puede, por
ejemplo, recopilar datos de XRPD sobre las formas solidas de los compuestos y
comparar los picos de XRPD de las formas. Por ejemplo, cuando se comparan
solamente tres formas solidas, p. €j., las Formas | y Il y el Material N, y el patron
de la Forma | muestra un pico a un angulo en el que no aparecen picos en el
patron de la Forma Il ni del Material N, entonces ese pico de ese compuesto
diferencia la Forma | de la Forma Il y del Material N, y ademas sirve para
caracterizar la Forma |. Por ejemplo, la recopilacion de picos que diferencian la
Forma | de las otras formas conocidas es una recopilacion de picos que se pueden
utilizar para caracterizar la Forma |. Los expertos en la técnica reconoceran que
normalmente existen diversos modos, que incluyen diversos modos que utilizan la
misma técnica analitica, para caracterizar las formas soélidas. También se podrian

utilizar picos adicionales, pero no son necesarios, para caracterizar la forma hasta
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obtener y con la inclusion de un patrén de difraccién completo. Aunque todos los
picos dentro de un patrén de XRPD completo se puedan utilizar para caracterizar
una forma de este tipo, se puede utilizar y normalmente se utiliza un subconjunto
de datos para caracterizar la forma.

Un patron de XRPD es un grafico x-y con un angulo de difraccién
(normalmente ° 20) en el eje de las x y la intensidad en el eje de las y. Los picos
dentro de este patron se pueden utilizar para caracterizar una forma solida
cristalina. Al igual que con cualquier medicion de datos, existe variabilidad en los
datos de XRPD. Los datos normalmente se representan unicamente utilizando el
angulo de difraccion de los picos en vez de incluyendo la intensidad de los picos,
ya que la intensidad de los picos puede ser particularmente sensible a la
preparacion de la muestra (por ejemplo, los efectos del tamafio de particula, el
contenido de humedad, el contenido de disolvente y la orientacion preferida
afectan a la sensibilidad), de modo que muestras del mismo material preparadas
en condiciones diferentes pueden proporcionar patrones ligeramente diferentes;
esta variabilidad suele ser mayor que la variabilidad en los angulos de difraccion.
La variabilidad en los angulos de difraccion también puede ser sensible a la
preparacion de la muestra. Otras fuentes de variabilidad provienen de los
parametros del instrumento y del procesamiento de los datos de rayos X sin
procesar: unos instrumentos de rayos X que sean diferentes operan utilizando
parametros diferentes y esto puede generar patrones de XRPD ligeramente
diferentes para la misma forma sélida, y de forma anéloga, unos paquetes
informaticos que sean diferentes procesan los datos de rayos X de forma diferente
y esto también genera variabilidad. Los expertos en las técnicas farmacéuticas
estaran familiarizados con estas y otras fuentes de variabilidad. Debido a tales
fuentes de variabilidad, es habitual asignar una variabilidad de +0.2° 26 a los
angulos de difraccion en los patrones de XRPD.

Se pretende que las expresiones “que comprende” o “comprende”
signifiquen que los métodos incluyen los elementos nombrados, pero no excluyen
otros. La expresion “constituido esencialmente por”, cuando se utiliza para definir
métodos, significara que se excluyen otros elementos de alguna significacion
esencial para la combinacién con el fin mencionado. La expresion “constituido por”
significara que se excluyen los elementos en cantidades superiores a trazas de
otros ingredientes y pasos metodoldgicos sustanciales. Las realizaciones definidas
por cada una de estas expresiones de transicion quedan comprendidas dentro del

alcance de esta invencion.
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La Forma Il y el Material N son enantiotropicos a una temperatura de
transicion (de aproximadamente 42 °C). Por debajo de esta temperatura de
transicion, el Material N de la base libre del Compuesto 1 es la forma mas estable
termodinamicamente en comparacion con las Formas | y Il. Por encima de esta
temperatura de transicion, la Forma |l de la base libre del Compuesto 1 es la forma
mas estable termodinamicamente en comparacion con la Forma | y el Material N.

La expresion “temperatura ambiente” se refiere a (22+5) °C.

La expresiéon “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad terapéutica” se
refiere a una cantidad de un farmaco o un agente que cuando se administra a un
paciente que padece una afeccion, ejercera el efecto terapéutico deseado, p. €j.,
aliviar, mitigar, paliar o eliminar una o mas manifestaciones de la afeccién en el
paciente. La cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto y la
afeccién que se esté tratando, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la
afeccion, la composicion o el excipiente particular que se haya elegido, la pauta
posologica que se vaya a seguir, el periodo de administracion, la forma de
administracion y factores similares, todos los cuales puede determinar faciimente
un experto en la técnica. El efecto terapéutico completo no ocurre necesariamente
mediante la administracién de una dosis y puede que ocurra unicamente después
de administrar una serie de dosis. Por tanto, se puede administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz en una o mas administraciones. Por ejemplo, y sin
caracter limitante, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, en el
contexto del tratamiento de trastornos relacionados con la hemoglobina S, se
refiere a una cantidad del agente que alivia, mitiga, palia o elimina una o mas
manifestaciones de los trastornos relacionados con la hemoglobina S en el
paciente.

Las expresiones “tratamiento”, “que trata” y “tratar” se definen como actuar
sobre una enfermedad, trastorno o afecciéon con un agente para reducir o mitigar
los efectos perjudiciales u otros efectos no deseados de la enfermedad, trastorno
o afeccion, y/o sus sintomas. El tratamiento, tal como se utiliza en la presente,
abarca el tratamiento de un paciente humano e incluye: (a) reducir el riesgo de
aparicion de la afeccion en un paciente que se ha determinado que esta
predispuesto a la enfermedad pero al que no se le ha diagnosticado aun que
padece la afeccion (b) impedir el desarrollo de la afeccion y/o (c) aplacar la
afeccién, es decir, provocar la regresion de la afeccion y/o aplacar uno o mas
sintomas de la afeccion. A efectos de esta invencion, los resultados beneficiosos o

clinicos deseados incluyen, sin caracter limitante, una mejora de multiples linajes
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hematoldgicos, una reduccion del numero de transfusiones sanguineas
requeridas, una reduccion de las infecciones, menos hemorragias y efectos
similares.

Identificacion de las Formas [, Il y el Material N

Cuando la sal clorhidrica del Compuesto 1 se sometié a varias condiciones
de estrés, se observo la desproporcionacion de la sal clorhidrica en agua para
generar la base libre. Se identificaron al menos tres formas cristalinas anhidras de
la base libre, denominadas Formas I, Il y Material N de la base libre. Se descubrid
que generalmente primero tiene lugar la nucleacion de la Forma | de la base libre y
que la prolongacion del tiempo en suspensiéon densa induce la transformacion de
la Forma | de la base libre en la Forma |l de la base libre, una fase
termodinamicamente mas estable en comparaciéon con la Forma |. También se
descubrié que el Material N de la base libre parece ser la forma mas estable, en
comparacién con las Formas | y Il, a temperatura ambiente. El material N de la
base libre se comprobd que era enantiotropicamente activo respecto a la Forma Il
y se transformara de forma reversible a una temperatura de transicién especifica
(que se estim6 en la presente que era proxima a 42 °C). Por encima de la
temperatura de transicion, la Forma Il de la base libre parece ser la forma mas
estable, en comparacion con la Forma | y el Material N.

Basandose en parte en los datos de resonancia magnética nuclear en
estado solido, las tres formas son cristalinas y son formas polimoérficas diferentes.
Remitase a las FIGS 10 y 11. La Forma | contiene una molécula por unidad
asimétrica, la Forma Il contiene dos moléculas por unidad asimétrica y la Forma N
contiene cuatro moléculas por unidad asimétrica. Remitase a los espectros de '°N
de la FIG. 11.

Ansolvatos de las Formas I, Il y el Material N

En una realizacion, esta invencion proporciona el ansolvato cristalino de la
base libre del Compuesto 1. El ansolvato cristalino de la base libre del Compuesto
1 puede incluir uno o mas de los polimorfos de la Forma |, la Forma Il y/o el
Material N. En algunas realizaciones, el ansolvato cristalino de la base libre del
Compuesto 1 puede incluir el polimorfo de la Forma Il. Preferentemente, el
ansolvato cristalino de la base libre del Compuesto 1 puede incluir los polimorfos
de la Forma Il y/o el Material N. Mas preferentemente, el ansolvato cristalino de la
base libre del Compuesto 1 puede incluir el polimorfo del Material N. Aun mas
preferentemente, el ansolvato cristalino de la base libre del Compuesto 1 esta

sustancialmente exento de un polimorfo solvatado de la base libre del Compuesto
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1. Incluso aun mas preferentemente, el ansolvato cristalino de la base libre del
Compuesto 1 esta sustancialmente exento de otros polimorfos de ansolvatos de la
base libre del Compuesto 1. La expresion “sustancialmente exento” de un
componente, tal como se utiliza en la presente se refiere a que contiene hasta
aproximadamente un 5%, mas preferentemente aproximadamente un 3% y aun
mas preferentemente aproximadamente un 1% de dicho componente. El término
“solvato”, tal como se utiliza en la presente, incluye ademas una forma hidratada.

Solvatos del Compuesto 1

En un aspecto, se proporciona un solvato cristalino del Compuesto 1:

\( N| S
N =
N\ |

0 O
ar
OH .

Compuesto 1

En algunas realizaciones, el solvato cristalino esta sustancialmente exento
de un polimorfo ansolvatado del Compuesto 1.

Muchos de los experimentos de solubilidad y cribado con la base libre del
Compuesto 1 resultaron en la precipitacion de sélidos caracterizados como una
formacion de solvatos con algunos disolventes. En tales condiciones, no se
observaron solvatos de la base libre del Compuesto 1 con cuatro disolventes que
incluian heptano, éter diisopropilico (IPE), éter tert-metil butilico (MTBE) y tolueno.
Se observaron solvatos de la base libre del Compuesto 1 en nueve disolventes
que incluian acetona (Material E), acetonitrilo (Material F), diclorometano (Material
G), dioxano (Material H), etanol (Material J), alcohol isopropilico o una mezcla de
agua y alcohol isopropilico (Material K), tetrahidrofurano (Material L), cetona etil
metilica “MEK” (Material M), acetato de etilo (Material O) y sulféxido de dimetilo
“‘DMSO” (Material P). La mayoria de los solvatos (es decir, los Materiales E-H, J-
M, O y P) se contempla que son isoestructurales. En algunas realizaciones, el
solvato cristalino incluye uno o mas de entre el Material E, Material F, Material G,
Material H, Material J, Material K, Material L, Material M, Material O o Material P.

El Material E se puede caracterizar por al menos un pico de difraccién de
rayos X en polvo (radiacién Ka de Cu) seleccionado entre 8.69, 11.73, 12.10,
15.26, 16.11, 17.45, 22.39, 2255 y 23.70 + 0.20. El Material F se puede
caracterizar por al menos un pico de difraccién de rayos X en polvo (radiacién Ka
de Cu) seleccionado entre 8.47, 8.81, 12.75, 13.17, 14.92, 15.63, 17.01, 23.73 y

24.07 + 0.20. ElI Material G se puede caracterizar por al menos un pico de
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difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu) seleccionado entre 8.47,
11.45, 12.62, 14.66, 15.69, 17.01, 18.47, 20.32, 22.61, 23.08, 23.43 y 23.70 %
0.20. El Material H se puede caracterizar por al menos un pico de difraccion de
rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu) seleccionado entre 8.61, 11.67, 15.33,
16.28, 17.28, 22.58, 23.51 y 25.77 + 0.20. El Material J se puede caracterizar por
al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu)
seleccionado entre 8.52, 8.88, 12.79, 15.04, 15.61, 17.11, 22.81, 23.87, 24.17,
24.62 y 26.44 + 0.20. El Material K se puede caracterizar por al menos un pico de
difraccion de rayos X en polvo (radiacién Ka de Cu) seleccionado entre 8.52, 8.83,
11.35, 15.04, 15.74, 17.11, 23.46, 23.58, 24.08 y 25.99 + 0.20. El Material L se
puede caracterizar por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacién Ka de Cu) seleccionado entre 8.61, 8.78, 11.67, 14.94, 15.28, 16.14,
17.30, 22.75, 23.71 y 26.05 £ 0.20; y el Material M se puede caracterizar por al
menos un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu)
seleccionado entre 7.74, 10.05, 12.82, 15.33, 16.80, 20.82, 21.14, 25.80 y 26.97 +
0.20.

Los solvatos (tales como de acetona, acetonitrilo, diclorometano, dioxano,
etanol, acetato de etilo, alcohol isopropilico, MEK, tetrahidrofurano o DMSO) se
podrian utilizar, p. ej., como intermedios para regenerar el ansolvato cristalino de
la base libre del Compuesto 1 mediante varios métodos que incluyen someter el
solvato a condiciones de vacio; y/o regenerar la sal clorhidrica y desproporcionar
el HCI; y/o lavar el solvato con un disolvente menos propenso a la formacién de
solvatos tal como heptano, éter diisopropilico (IPE), éter tert-metil butilico (MTBE)
y tolueno.

Tabla 1. Datos relacionados con solvatos de la base libre del Compuesto 1

Nidmero
Volumen
Disolvente de
Volumen estimado Resultado
de unidades
Identificador (A3/celda por unidad|de la
cristalizacio de
de formula* |indexacion
n formula
(A3)
por celda
Material E acetona 968 2 484 FIG 1
Material F ACN 947 2 473 FIG 2
Material G DCM 959 2 480 FIG 3
Material H dioxano 977 2 488 FIG4
Material J EtOH 943 2 472 FIG5




20

Material K IPA 963 2 481 FIG6
Material L THF 972 2 486 FIG7
Material M MEK 3956 8 494 FIG 8
Material O EtOAc - - - FIG9
Material P**  |DMSO - - - -

* El valor se obtiene dividiendo el volumen de la celda, derivado de la
solucién de indexacion tentativa, entre el volumen de unidades de formula dentro
de la celda. ** El Material P se observé como una mezcla con un “sulfato de la
Forma I”.

A continuacion se tabulan ciertos picos contemplados de los diferentes
solvatos proporcionados en la presente. Ciertos picos, que son preferentemente
picos a un angulo bajo, que no se solapan y con una intensidad fuerte, no se
identificaron. Los picos se determinaron hasta el punto en que se desconocia el
estado de orientacion preferida en las muestras.

Tabla 2. Picos observados para el Material E.

°20 Espaciado d (A)  Intensidad (%)

8.41+0.20 10.517 £ 0.256 13
8.69 £ 0.20 10.174 £ 0.239 100
11.73 £ 0.20 7.543 £ 0.130 17
12.10 £ 0.20 7.314 £ 0.122 20
13.00 £ 0.20 6.809 £ 0.106 15
14.02 £ 0.20 6.316 £ 0.091 5
14.77 £ 0.20 5.996 + 0.082 16
15.26 £ 0.20 5.807 + 0.077 34
15.81 £ 0.20 5.605 + 0.071 7
16.11 £ 0.20 5.501 £ 0.069 20
16.48 £ 0.20 5.379 = 0.066 11
16.65 £ 0.20 5.326 + 0.064 11
16.88 £ 0.20 5.253 £ 0.063 3
17.26 £ 0.20 5.136 £ 0.060 9
17.45 £ 0.20 5.083 £ 0.058 32
20.02 £ 0.20 4.435 £ 0.044 2
20.92 £ 0.20 4.246 £ 0.041 13
21.91+£0.20 4.057 £ 0.037 20
22.39£0.20 3.970 £ 0.035 49

22.55+0.20 3.944 £ 0.035 37



22.81+0.20
23.36 £ 0.20
23.70 £ 0.20
24.37 £0.20
24.85+0.20
2542 +0.20
25.89 £ 0.20
26.19+£0.20
26.97 £ 0.20
27.61+0.20
28.24 £ 0.20
28.48 £ 0.20
28.69 £ 0.20
29.83 +0.20

Tabla 3. Picos observados para el Material F.
Espaciado d (A)

'20

8.47 +0.20

8.81+0.20

11.42 + 0.20
12.75+0.20
13.17 +0.20
13.87 +0.20
14.61 +0.20
14.92 + 0.20
15.51+0.20
15.63 +0.20
15.96 + 0.20
17.01 £0.20
17.26 + 0.20
17.70 £ 0.20
18.17 £ 0.20
18.79 £ 0.20
19.35+0.20
19.49 + 0.20

3.898 £ 0.034
3.807 £ 0.032
3.755 £ 0.032
3.653 £ 0.030
3.583 £ 0.029
3.504 £ 0.027
3.442 £ 0.026
3.403 £ 0.026
3.306 £ 0.024
3.231 £0.023
3.160 £ 0.022
3.134 £ 0.022
3.111 £ 0.021
2.995 + 0.020

10.434 + 0.252
10.039 + 0.233
7.752 £0.138
6.942 + 0.110
6.723 + 0.103
6.384 + 0.093
6.064 + 0.084
5.936 £ 0.080
5.713 £ 0.074
5.671 £ 0.073
5.553 £ 0.070
5.212 £ 0.062
5.136 £ 0.060
5.011 £ 0.057
4.883 + 0.054
4.724 + 0.050
4.587 +0.047
4.555 + 0.047

21

16
12
61

A N NN =2 W

Intensidad (%)
100
49
15
27
21
7
13
43
24
43
15
31



20.02 £ 0.20
20.29 £ 0.20
21.06 £ 0.20
21.33+0.20
22.71+0.20
23.11+0.20
23.73+£0.20
24.07 £0.20
24.65+0.20
24.95 +0.20
25.20 £ 0.20
25.69 £ 0.20
26.52 £ 0.20
26.79 £ 0.20
27.02 £0.20

Tabla 4. Picos observados para el Material G.
Espaciado d (A)

'20

8.47 +0.20

8.76 £ 0.20

11.45+0.20
12.62 £ 0.20
13.09 + 0.20
13.87 +0.20
14.66 + 0.20
14.92 + 0.20
15.33+0.20
15.69 + 0.20
16.01 £ 0.20
16.76 + 0.20
17.01 +0.20
17.50 + 0.20
17.60 + 0.20
18.13 £ 0.20
18.47 + 0.20
19.55+0.20

4.435 + 0.044
4.377 +0.043
4.219 + 0.040
4.167 + 0.039
3.915 £ 0.034
3.848 £ 0.033
3.749 £ 0.031
3.698 + 0.031
3.612 £ 0.029
3.569 + 0.028
3.534 £ 0.028
3.468 £ 0.027
3.361 £ 0.025
3.328 £ 0.025
3.300 £ 0.024

10.434 + 0.252
10.096 *+ 0.235
7.729 £ 0.137
7.015+0.113
6.765 + 0.105
6.384 + 0.093
6.044 + 0.083
5.936 £ 0.080
5.782 £ 0.076
5.647 £ 0.072
5.536 £ 0.070
5.289 £ 0.063
5.212 £ 0.062
5.068 £ 0.058
5.040 £ 0.057
4.892 + 0.054
4.804 + 0.052
4.540 + 0.046

22

27
15
42
59
87

15
61
10

Intensidad (%)
45
12
76
36
10
5
39
26
7
88
8
15
29
5

21



20.01+£0.20
20.32 £ 0.20
21.11+0.20
22.61+0.20
22.88 £0.20
23.08 £0.20
23.43+£0.20
23.70£0.20
2412 +£0.20
24.42 +0.20
25.05+0.20
25.40+0.20
26.36 £ 0.20
26.57 £ 0.20
26.82 £ 0.20
27.07 £0.20

Tabla 5. Picos observados para el Material H.
Espaciado d (A)

"20

8.61 +0.20

8.81+0.20

11.67 £0.20
12.10 £ 0.20
12.79 +0.20
14.56 + 0.20
14.87 + 0.20
15.33+0.20
15.76 + 0.20
16.28 + 0.20
16.73 £ 0.20
17.28 + 0.20
17.68 + 0.20
20.47 £0.20
21.38 £0.20
21.83+£0.20
22.23 +0.20

4.439 + 0.044
4.370 +0.043
4.209 + 0.040
3.932 £ 0.035
3.887 £ 0.034
3.854 £ 0.033
3.797 £ 0.032
3.755 £ 0.032
3.690 £ 0.030
3.646 + 0.030
3.555 £ 0.028
3.506 £ 0.027
3.382 £ 0.025
3.355 £ 0.025
3.324 £ 0.025
3.294 £ 0.024

10.273 £ 0.244
10.039 + 0.233
7.586 +0.132
7.314 £ 0.122
6.924 + 0.110
6.085 + 0.084
5.956 + 0.081
5.782 £ 0.076
5.623 £ 0.072
5.445 £ 0.067
5.299 £ 0.064
5.132 £ 0.060
5.016 £ 0.057
4.338 + 0.042
4.157 + 0.039
4.072 + 0.037
3.999 £ 0.036

23

20
15
42

28
56
48
13
100

26
50

27
10

Intensidad (%)
48
20
32
11
9
4
22
42
18
51
9
61



22.58 £ 0.20
22.95+0.20
23.11+0.20
23.51+0.20
24.37 £0.20
24.65 +0.20
25.77 £0.20
26.67 £ 0.20
26.97 £ 0.20
27.66 +0.20
28.11+0.20
28.61+0.20
28.96 £ 0.20
29.23 +0.20
29.63 £ 0.20

Tabla 6. Picos observados para el Material J.
Espaciado d (A)

20

8.52 £ 0.20

8.88 £ 0.20

11.33+£0.20
12.79£0.20
13.12 +0.20
13.94 + 0.20
14.47 + 0.20
15.04 + 0.20
15.61 +0.20
15.84 + 0.20
17.11+£0.20
17.40 £ 0.20
17.82 +0.20
18.12 +0.20
18.90 + 0.20
19.39 £ 0.20
19.62 + 0.20
20.16 £ 0.20

3.938 £ 0.035
3.876 £ 0.034
3.848 £ 0.033
3.783 £ 0.032
3.653 £ 0.030
3.612 £ 0.029
3.457 £ 0.027
3.342 £ 0.025
3.306 £ 0.024
3.225 £ 0.023
3.174 £ 0.022
3.120 £ 0.022
3.083 £ 0.021
3.055 £ 0.021
3.015 £ 0.020

10.373 £ 0.249
9.964 £ 0.229
7.809 £ 0.140
6.924 + 0.110
6.748 + 0.104
6.354 + 0.092
6.120 + 0.085
5.890 £ 0.079
5.677 £0.073
5.594 + 0.071
5.181 £ 0.061
5.097 £ 0.059
4.979 + 0.056
4.897 + 0.054
4.695 + 0.050
4.579 + 0.047
4.525 + 0.046
4.406 + 0.044

24

100

w w ~r O ~AwWw o N

Intensidad (%)
100

39

22

25

24

4

14

42



20.96 £ 0.20
22.81+0.20
23.15+0.20
23.28 £0.20
23.87 £0.20
2417 £0.20
24.62 +0.20
25.20+£0.20
25.77 £0.20
26.44 +0.20
26.71+£0.20
27.21+0.20

4.239 + 0.040
3.898 £ 0.034
3.843 £ 0.033
3.821 £ 0.033
3.729 £ 0.031
3.683 £ 0.030
3.616 £ 0.029
3.534 £ 0.028
3.457 £ 0.027
3.371 £ 0.025
3.338 £ 0.025
3.278 £ 0.024

25

12
27

34
52
95

13
70
10

Tabla 7. Picos observados para GBT000440, Material K.

20

8.52 £ 0.20

8.83 £0.20

11.35+0.20
12.52 +0.20
12.90 + 0.20
13.92 +0.20
14.49 £ 0.20
15.04 + 0.20
15.34 + 0.20
15.74 + 0.20
15.93 +0.20
16.61 +0.20
17.11+£0.20
17.70 £ 0.20
18.00 + 0.20
18.38 + 0.20
19.04 + 0.20
19.74 + 0.20
20.21+£0.20
20.99 £ 0.20
22.70+£0.20

Espaciado d (A)

10.373 £ 0.249
10.020 + 0.232
7.797 +0.139
7.071£0.114
6.861 + 0.108
6.361 + 0.092
6.113 + 0.085
5.890 £ 0.079
5.775 £ 0.076
5.629 £ 0.072
5.564 £ 0.070
5.336 £ 0.065
5.181 £ 0.061
5.011 £ 0.057
4.928 + 0.055
4.826 + 0.053
4.662 + 0.049
4.498 + 0.046
4.395 + 0.043
4.232 + 0.040
3.918 £ 0.034

Intensidad (%)
75
33
29
21
24
4
18
41
17
57
13
7
33
7
4
13
4
5
11
12
22



22.90 £ 0.20
23.46 +0.20
23.58 £ 0.20
24.08 £0.20
24.75+0.20
25.19+0.20
25.99 £ 0.20
26.71+£0.20
27.36 £ 0.20
28.11+0.20
28.69 £ 0.20

3.884 £ 0.034
3.791 £ 0.032
3.773 £ 0.032
3.695 £ 0.030
3.597 £ 0.029
3.536 £ 0.028
3.429 £ 0.026
3.338 £ 0.025
3.260 £ 0.024
3.174 £ 0.022
3.111 £ 0.021

26

17
45
70
100

21
71

Tabla 8. Picos observados para el Material L.

"20

8.61 +0.20

8.78 £ 0.20

11.67 £ 0.20
12.17 £0.20
12.94 + 0.20
14.07 + 0.20
14.62 + 0.20
14.94 £ 0.20
15.28 + 0.20
15.93 +0.20
16.14 + 0.20
16.33 £ 0.20
16.70 + 0.20
16.85+0.20
17.30 £ 0.20
17.63 £ 0.20
18.37 +0.20
20.14 £ 0.20
20.59 £ 0.20
21.53+£0.20
22.01+0.20
22.44 +0.20

Espaciado d (A)

10.273 £ 0.244
10.077 £ 0.235
7.586 £ 0.132
7.274 +0.121
6.844 £ 0.107
6.293 £ 0.090
6.057 £ 0.084
5.929 + 0.080
5.800 £ 0.076
5.564 £ 0.070
5.490 £ 0.068
5.429 £ 0.067
5.310 £ 0.064
5.263 £ 0.063
5.127 £ 0.060
5.030 £ 0.057
4.830 + 0.053
4.409 + 0.044
4.314 £ 0.042
4.128 + 0.038
4.038 + 0.037
3.961 £ 0.035

Intensidad (%)
79
38
35
19
14

25
50
18
49

14
11

27



22.75+0.20
23.10+£0.20
23.31+0.20
23.48 £0.20
23.71+£0.20
24.48 +0.20
24.70 £0.20
24.93 £0.20
25.59 £ 0.20
25.72 +0.20
26.05+0.20
26.59 £ 0.20
27.14 £ 0.20
27.83 +0.20
28.38 £ 0.20
28.78 £0.20
29.05+0.20
29.36 + 0.20

Tabla 9. Picos observados para el Material M.

°20

7.74 £0.20

8.34 £ 0.20

10.05+0.20
12.82 +0.20
13.05+0.20
14.17 + 0.20
14.54 + 0.20
14.99 + 0.20
15.33+0.20
15.53 + 0.20
16.80 + 0.20
18.33 +0.20
19.17 £ 0.20
20.19+0.20
20.82 £ 0.20

3.910 £ 0.034
3.851 £ 0.033
3.816 £ 0.033
3.789 £ 0.032
3.752 £ 0.031
3.636 + 0.029
3.604 £ 0.029
3.571 £ 0.028
3.482 £ 0.027
3.464 £ 0.027
3.420 £ 0.026
3.352 £ 0.025
3.286 + 0.024
3.206 £ 0.023
3.145 £ 0.022
3.102 £ 0.021
3.074 £ 0.021
3.042 + 0.020

27

72
20
19
12
100
20

w » 0O W 00 00 O

Espaciado d (A)

11.424 + 0.303
10.601 = 0.260
8.806 £ 0.178
6.906 + 0.109
6.783 £ 0.105
6.249 + 0.089
6.092 + 0.085
5.910 £ 0.079
5.782 £ 0.076
5.707 £ 0.074
5.278 £ 0.063
4.839 + 0.053
4.630 + 0.048
4.399 + 0.044
4.266 + 0.041

Intensidad (%)
100

4

17

46

47
21
27

22
23
32



28

21.14£0.20 4.202 + 0.040 27
21.29 £ 0.20 4.173 +0.039 14
22.01+0.20 4.038 + 0.037 13
22.28 £0.20 3.991 £ 0.036 23
22.93+£0.20 3.879 £ 0.034 6
23.35+0.20 3.810 £ 0.032 11
24.00 £ 0.20 3.708 £ 0.031 14
24.25+0.20 3.670 £ 0.030 3
24.88 £ 0.20 3.578 £ 0.029 11
25.54 +0.20 3.488 £ 0.027 9
25.80 £ 0.20 3.453 £ 0.027 94
26.97 £ 0.20 3.306 + 0.024 27
27.63 £0.20 3.229 £ 0.023 2
28.41+£0.20 3.142 £ 0.022 7
28.54 £ 0.20 3.127 £ 0.022 8
29.03 £ 0.20 3.076 £ 0.021 3
29.30 £ 0.20 3.049 £ 0.020 7
29.63 +0.20 3.015 + 0.020 15

Métodos preparativos vy de tratamiento

Ansolvato

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para
preparar el ansolvato de la base libre cristalina del Compuesto 1. En una
realizacidon, se proporciona en la presente un método para preparar la base libre
cristalina del Compuesto 1 que comprende suspender o poner en contacto la sal
clorhidrica del Compuesto 1 con agua y permitir la disociacién del HCI para
producir la base libre del Compuesto 1. En una realizacion, el ansolvato de la
base libre cristalina del Compuesto 1 preparado comprende uno o mas de entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para incrementar la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina S en un
sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina del Compuesto 1. En
algunas realizaciones, la base libre cristalina del Compuesto 1 es un ansolvato. En
una realizacién, la base libre cristalina del Compuesto 1 comprende uno o mas de
entre la

Forma |, la Forma Il y el Material N.
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En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para tratar la deficiencia de oxigeno asociada con la anemia
drepanocitica en un sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto
que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina
del Compuesto 1. En algunas realizaciones, la base libre cristalina del Compuesto
1 es un ansolvato. En una realizacién, la base libre cristalina del Compuesto 1
comprende uno 0 mas de entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En aspectos adicionales de la invencidon, se proporciona un método para
tratar la anemia drepanocitica, donde el método comprende administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre
cristalina del Compuesto 1. En algunas realizaciones, la base libre cristalina del
Compuesto 1 es un ansolvato. En una realizacion, la base libre cristalina del
Compuesto 1 comprende uno o} mas de entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N. En otros aspectos adicionales de la invencion,
se proporciona un método para tratar el cancer, un trastorno pulmonar, accidente
cerebrovascular, mal de las alturas, una ulcera, escara de decubito, enfermedad
de Alzheimer, sindrome de insuficiencia respiratoria aguda y una herida, donde el
meétodo comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina del Compuesto 1. En algunas
realizaciones, la base libre cristalina del Compuesto 1 es un ansolvato. En una
realizacion, la base libre cristalina del Compuesto 1 comprende uno o mas de
entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En estos tratamientos, la dosis de la base libre cristalina del Compuesto 1
para el paciente tratado ya se ha descrito en la técnica.

Solvatos

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para
preparar los solvatos de la base libre cristalina del Compuesto 1. En algunas
realizaciones, un ansolvato de la base libre, tal como se describe en la presente
(p. €j., obtenido al suspender una sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua), del
Compuesto 1 se pone en contacto con un disolvente como los proporcionados en
la presente, que incluyen una mezcla de disolventes, para preparar el solvato. el
disolvente o la mezcla de disolventes. Asi pues, un disolvente puede ser un unico
disolvente o sustancialmente un unico disolvente o una mezcla de disolventes.

Cuando se utiliza una mezcla de disolventes, se puede producir un solvato que
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contiene uno o mas de los disolventes constituyentes individuales de la mezcla de
disolventes. En algunas realizaciones, el disolvente incluye disolventes alcohdlicos
tales como mono-, di- o alcoholes superiores o0 alcanoles. En algunas
realizaciones, el disolvente incluye disolventes clorados tales como diclorometano,
cloroformo, etc. En algunas realizaciones, el disolvente incluye disolventes
cetdnicos tales como alcanonas y cicloalcanonas. Ciertos disolventes incluyen, sin
caracter limitante, metanol, etanol, 2-propanol, 2-metil-1-propanol, 1-butanol,
acetonitrilo, acetona, diclorometano, dioxano o tetrahidrofurano, o combinaciones
de estos, que incluyen opcionalmente agua.

En otro aspecto, se proporciona un método para incrementar la afinidad por
el oxigeno de la hemoglobina S en un sujeto, donde el método comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un
solvato cristalino del Compuesto 1.

En otro aspecto, se proporciona un método para tratar la deficiencia de
oxigeno asociada con la anemia drepanocitica, donde el método comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un
solvato cristalino del Compuesto 1.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos describen la preparacidn, la caracterizacion y las
propiedades del ansolvato de la Forma | de la base libre del Compuesto 1. A
menos que se indique lo contrario, todas las temperaturas se presentan en grados

Celsius (°C) y las siguientes abreviaturas tienen las siguientes definiciones:

DSC

Calorimetria diferencial de barrido

DVS Sorcion dinamica de vapor

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion

NA No aplicable

ND No determinado

Q Porcentaje disuelto por unidad de tiempo

HR Humedad relativa

RSD Desviacion estandar residual

TRR Tiempo de retencion relativo

SS-RMN Resonancia magnética nuclear en estado solido

TGA Analisis termogravimétrico

TG-IR Analisis termogravimétrico con espectroscopia infrarroja
XRPD Difraccion de rayos X en polvo

VT-XRPD Difraccion de rayos X en polvo a temperatura variable
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Rutas sintéticas para preparar el Compuesto 1
El compuesto de férmula (I) se sintetizo6 tal como se describe
esquematicamente a continuacién y se detalla posteriormente.

1.1 RTMEDA, R:BuLi, D:THF, 2 h, -10°C
1.2 1h,0°C; 83%
Orglett 14(10}, 2516-2519; 2012

OH NaH OMOM

1.1 R:TMEDA, R:BuLi, D:Me(CH2)4Me, TA? -10°C
Py MOMCI PY 0. 12 -10°C;2h,-10°C; -10°C 7 0°C
l/ 1 - “ ) 1.3 0°C;1h,0°C
P on ster/DMF NP OMOM 1.4 RHCI, SH20
93% 84%
1 1 12 . Journal of Organic Chemistry, 74(11), 4311-4317; 2009
“~
OH OMOM OMOM OH
J _Br MOMCI /—E: _Br BuLi, DMF A, ACHO HCI 12N /—-l-::-q CHO
P! >~ [ - P! - [
~7"0H 90% ~F Sopmom  de-78a0°C ~ ~oMom THF ~F omom
14 15 4% 13 81% 16
\( N \( |\|‘ AN
HCI N AL N =
o 9 \( N KoCO; N HorzN N |
Ho o+ N A o © o o
N DMF, 65C THF
OMOM \ 81% H 96% | H
OMOM OH
Ejemplo 1: Sintesis del Compuesto 15
OH DIPEA OMOM
Br MOMCI Br
_—
OH 90% OMOM
14 15

A una solucién de 2-bromobenceno-1,3-diol (5 g, 26.45 mmol) en DCM (50
mL) a 0 °C se afnadieron DIPEA (11.54 mL, 66.13 mmol) y MOMCI (4.42 mL, 58.19
mmol). La mezcla se agit6 a 0 °C durante 1.5 h y después se calentd hasta
temperatura ambiente. La solucién se diluyé con DCM, se lavé con NaHCOj; sat.,
salmuera, se seco y se concentré para obtener el producto crudo, que se purifico
en columna (hexanos/EtOAc=4:1) para obtener 15.58 g del producto deseado
(90%).

Ejemplo 2: Sintesis del Compuesto 13 a partir del 15

OMOM OMOM
Br BuLi, DMF CHO
—_—
oMom  de-78a0°C OMOM
15 94% 13

A una solucién de 2-bromo-1,3-bis(metoximetoxi)benceno (15) (19.9 g, 71.8
mmol) en THF (150 mL) a -78 °C se afnadio BuLi (2.5 M, 31.6 mL, 79.0 mmol) gota
a gota. La solucion se agité a -78 °C durante 25 min (lo cual resulté en una mezcla
blanca turbia), después se calentd hasta 0 °C y se agitdé durante 25 min. La mezcla

de reaccion se vuelve homogénea lentamente. Se anadi®6 DMF a 0 °C a la
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solucion. Después de 25 min, se comprobd por HPLC que la reaccién habia
finalizado. La mezcla se desactivd con NH4CI sat. (150 mL) y se diluy6é con éter
(300 mL). Se separ6 la capa organica, la capa acuosa se extrajo de nuevo con
éter (2X200 mL) y las capas organicas se combinaron, se lavaron con salmuera,
se secaron y se concentraron para obtener el producto crudo, que se purificd por
lavado para obtener 14.6 g del producto deseado. A continuacién el filtrado se
concentrd y se purificd en columna para obtener 0.7 g mas, la masa total es de
15.3 g.
Ejemplo 3: Sintesis del Compuesto 13 a partir del resorcinol 11

1.1 R:TMEDA, R:BuLi, D:THF, 2 h, -10°C

OH NaH OMOM 1.2 1h, 0°C; 83% OMOM
MOMCI OrglLett 14(10), 2516-2519; 2012 0: CHO
R —
OH ZEEOZDMF OMOM 1.1 R:TMEDA, R:BuLi, D:Me(CH2)4Me, TA? -10°C OMOM
11 1.2 -10°C; 2 h, -10°C: -10°C ? 0°C
12 1.3 0°C; 1h, 0°C 13

1.4 R:HCI, D:H20
84%
Journal of Organic Chemistry, 74(11), 4311-4317; 2009

En un matraz de fondo redondo de tres bocas provisto de un agitador
mecanico se introdujeron 0.22 mol de NaH (suspensién al 50% en aceite mineral)
en atmosfera de nitrégeno. ElI NaH se lavé con 2 porciones (100 mL) de n-hexano
y a continuacion con 300 mL de éter dietilico anhidro; posteriormente se afiadieron
80 mL de DMF anhidro. A continuacion, se anadieron 0.09 mol del resorcinol 11,
disueltos en 100 mL de éter dietilico gota a gota y la mezcla se dejé agitar a TA
durante 30 min. Después se afiadieron 0.18 mol de MOMCI lentamente. Después
de 1 h con agitacion a TA, se afadieron 250 mL de agua y la capa organica se
extrajo con éter dietilico. Los extractos se lavaron con salmuera, se secaron
(Na,SO4) y después se concentraron para obtener el producto crudo que se
purific6 mediante cromatografia en gel de silice para obtener el compuesto 12
(93% de rendimiento).

En un matraz de fondo redondo de tres bocas se introdujeron 110 mL de n-
hexano, 0.79 mol de BuLi y 9.4 mL de tetrametiletiendiamina (TMEDA) en
atmdsfera de nitrégeno. La mezcla se enfrio a —10 °C y se anadieron 0.079 mol del
éter bis-fenilico 12 lentamente. La mezcla resultante se dejo agitar con un agitador
magnético a —10 °C durante 2 h. A continuacion la temperatura se incrementé
hasta 0 °C y se afadieron 0.067 mol de DMF gota a gota. Después de 1 h, se
afiadiéo HCI acuoso hasta pH acido; a continuacion la mezcla se extrajo con éter
etilico. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron (Na,SO4) y

se concentraron para obtener el aldehido 13 (84%).
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2,6-Bis(metoximetoxi)benzaldehido (13): pf 58-59 °C (n-hexano) ; IR (KBr)
n: 1685 (C=0) cm'; "TH-RMN (400 MHz, CDCl3) & 3.51 (s, 6H, 2 OCH3), 5.28 (s,
4H, 2 OCH,0), 6.84 (d, 2H, J = 8.40 Hz, H-3, H-5), 7.41 (t, 1H, J = 8.40 Hz, H-4),
10.55 (s, 1H, CHO); MS, m/e (intensidad relativa) 226 (M+, 3), 180 (4), 164 (14),
122 (2), 92 (2), 45 (100); Analisis elemental teodrico para Cq1H4Os: C,58.40; H,
6.24. Experimental: C, 57.98; H, 6.20.

Ejemplo 4: La sintesis del Compuesto 16

OMOM OH
C{CHO HCI12N C[CHO
—_— -
OMOM THF OMOM
13 81% 16

A una solucion de 2,6-bis(metoximetoxi)benzaldehido (13) (15.3 g, 67.6
mmol) en THF (105 mL) (el disolvente se purgé con N,) se anadié HCI conc. (12
N, 7 mL) en N,, y después se agito ademas en N, durante 1.5 h. Se afadieron
salmuera (100 mL) y éter (150 mL) a la solucion. La capa organica se separd y la
capa acuosa se extrajo de nuevo con éter (2x200 mL). Las capas organicas se
combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron y se concentraron para obtener
el producto crudo, que se purifico en columna (300 g, hexanos/EtOAc=85:15) para
obtener el producto deseado 16 (9.9 g) como un liquido amarillo.

Ejemplo 5: Sintesis del Compuesto 17

\( N‘ A
N =
OH ,
cHo (NS K2C03 N |
+ N =  m—— o o
N DMF
OMOM - o 65 0C . H
16 81% OMOM

A una solucion de 2-hidroxi-6-(metoximetoxi)benzaldehido (16) (10.88 g,
59.72 mmol) en DMF (120 mL) (la solucion en DMF se purgd con N, durante 10
min) se anadieron K,COj3 (32.05 g, 231.92 mmol) y clorhidrato de 3-(clorometil)-2-
(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridina (10) (15.78 g, 57.98 mmol). La mezcla se
calenté a 65 °C durante 1.5 h, se enfrié hasta TA y se vertié6 sobre agua helada
(800 mL). Los solidos precipitados se aislaron por filtracion, se secaron y se
concentraron para obtener el producto deseado (17, 18 g).

Ejemplo 6: Sintesis del Compuesto (l)
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HCI12N

O —_—

THF
H
17 96%
OMOM

A una solucién de 2-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-il)metoxi)-6-
(metoximetoxi)benzaldehido (17) (18 g, 47.19 mmol) en THF (135 mL, la solucién

se purgd con N,) se afadid HCI conc. (12 N, 20 mL). La solucién se agité a TA
durante 3 h cuando se comprobé por HPLC que la reacciéon habia finalizado. La
mezcla se anadié a una solucion de NaHCO; (15 g) en agua (1.2 L), y el
precipitado resultante se recogio por filtracién, se secod para obtener un sélido
crudo, que se purificé de nuevo en columna (DCM/EtOAc=60:40) para obtener el
producto puro (15.3 g).
Ejemplo 7: Sintesis del Compuesto | (base libre) y su forma de sal
clorhidrica
La base libre del Compuesto (I) (40 g) se obtuvo mediante el acoplamiento
del intermedio alcohdlico 7 y 2,6-dihidroxibenzaldehido 9 en condiciones de
Mitsunobu. También se proporciona un procedimiento a continuacion:
~
OH O N A

N ,
N DIAD, PPH; N |
H

N | oH THF, TA
H
OH

Ejemplo 8: Sintesis del Compuesto (l) por acoplamiento de Mitsunobu

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 2000 mL, que se habia
purgado y mantenido en atmdsfera inerte de nitrégeno, se introdujo una solucién
de [2-[1-(propan-2-il)-1H-pirazol-5-il]piridin-3-iljmetanol (7) (70 g, 322.18 mmol,
1.00 equiv) en tetrahidrofurano (1000 mL). Se afiadieron 2,6-dihidroxibenzaldehido
(9) (49.2 g, 356.21 mmol, 1.10 eq) y PPh; (101 g, 385.07 mmol, 1.20 eq) a la
mezcla de reaccion. Después de esto se afnadié una solucion de DIAD (78.1 g,
386.23 mmol, 1.20 eq) en tetrahidrofurano (200 mL) gota a gota con agitacion. La
solucion resultante se agitdé durante toda la noche a temperatura ambiente. La
solucion resultante se diluyé con 500 mL de H,0. La solucién resultante se extrajo
con 3x500 mL de diclorometano y las capas organicas combinadas se secaron
con sulfato de sodio y se concentraron al vacio. El residuo se aplicé sobre una

columna de gel de silice con EA:PE (1:50-1:3) como eluyente para obtener el
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producto crudo. El producto crudo se recristalizé en isopropanol/H,O en una
proporcion de 1/1.5. De este modo se obtuvieron 40 g (37%) de 2-hidroxi-6-([2-[1-
(propan-2-il)-1H-pirazol-5-il]piridin-3-illmetoxi)benzaldehido como un sélido de
color amarillo claro. EI compuesto presentd un punto de fusion de 80-82 °C. MS
(ES, m/z): 338.1 [M+1]. '"H RMN (300 MHz, DMSO-d6) & 11.72(s, 1H), 10.21(s,
1H), 8.76(d, J=3.6Hz, 1H), 8.24(d, J=2.7Hz, 1H),7.55(m, 3H), 6.55(m,3H) ,5.21 (s,
2H), 4.65 (m, 1H), 1.37 (d, J=5.1Hz, 6H). "H RMN (400 MHz, CDCl;) & 11.96 (s,
1H), 10.40 (s, 1H), 8.77 (dd, J = 4.8, 1.5 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.63 (d,
J=1.8 Hz, 1H), 7.49 — 7.34 (m, 2H), 6.59 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 1.8 Hz,
1H), 6.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.10 (s, 2H), 4.67 (sep, J = 6.7 Hz, 1H), 1.50 (d, J =
6.6 Hz, 6H).

En otra estrategia, se preparan varios lotes de la base libre del Compuesto
(I) en cantidades de multigramos (20 g). La ventaja de esta ruta es el uso de 2,6-
dihidroxibenzaldehido  monoprotegido (16), que elimina de forma eficaz la
posibilidad de que se produzca un producto secundario por bis-alquilacion. El éter
mono-MOM de 2,6-dihidroxibenzaldehido (16) se puede obtener comenzando en
dos puntos de partida, el bromoresorcinol (14) o el resorcinol (11) [los
procedimientos se describen en el Journal of Organic Chemistry, 74(11), 4311-
4317; 2009 ]. Todos los pasos y procedimientos se proporcionan a continuacion.
Debido a la presencia del grupo aldehido fendlico, se deben extremar las
precauciones (es decir, llevar a cabo todas las reacciones en un gas inerte tal
como el hidrégeno) para evitar la oxidacién del grupo fenol y/o aldehido.

Preparaciéon de la sal clorhidrica del Compuesto I: Una solucién del
Compuesto | (55.79 g, 165.55 mmol) en acetonitrilo (275 mL) se purgd con
nitrogeno durante 10 min y a continuacién se anadié HCl acuoso 3 N (62 mL) a
esta solucién a temperatura ambiente. La mezcla se agitdé durante 10 min mas
después de la adicion, a continuacion se elimind la mayor parte del acetonitrilo
(aproximadamente 200 mL) mediante evaporacién en un evaporador rotatorio a
aproximadamente 32 °C, y la solucion remanente se congel6 por enfriamiento en
un bafio de acetona-hielo seco y se liofilizé para obtener la sal clorhidrica del
Compuesto | (59.4 g).

Ejemplo 9: Caracterizacion de la sal clorhidrica del Compuesto 1

Técnica Detalles | Resultado

XRPD indexado | sal clorhidrica del Compuesto 1
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_ . solidos de color amarillo palido, hojas/tabletas finas,
microscopio | -
birrefringentes
DMSO-
"H RMN 46 concuerda con la estructura, <0.01 moles de MEK
XRPD - sal clorhidrica del Compuesto 1
ganancia de un 0.03% en equilibrio con un 5% de HR
DVS - ganancia de un 0.10% desde un 5 hasta un 95% de HR
pérdida de un 0.09% desde un 95 hasta un 5% de HR
posXRPD | I'HCI + Forma | de la base libre

Ejemplo 10: Estabilidad fisica de la sal clorhidrica del Compuesto 1

expuesta a agua

Tiempo (todos los

Resultado de
Condiciéon tiempos son Observacion

XRPD

aproximados)
en contacto formacion de laminas
con agua después de 5 min
sélidos amarillos

| de la base

suspension | aproximadamente 5 flotantes que se _
_ _ . libre (BL)
en agua min convierten en solidos .
. (indexada)
blancos al aislarlos
secado al aproximadamente 1
. . remanente | de BL
vacio dia
suspension | aproximadamente 6 hojas finas, blancas, | de BL + Il de
en agua dias birrefringentes (B) BL
Ejemplo 11: Estabilidad fisica de la sal clorhidrica del Compuesto 1

con molienda

Resultado de
Condicion Tiempo | Observacion
XRPD
molienda, en
30 min | color blanquecino/amarillo palido | I-HCI
seco
molienda, en pasta de color
30 min I-HCI + | de BL
himedo blanquecino/amarillo palido

Ejemplo 12: Estabilidad fisica de la sal clorhidrica del Compuesto 1

expuesta a temperatura elevada y/o vacio
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Resultado de
Condiciéon | Tiempo | Observacién
XRPD
hojas/placas de color amarillo
vacioa TA | 6 dias I-HCI + |1 de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
6 h [-HCI
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
30 °C 12 h [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
24 h [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
6 h I-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
40 °C 12 h [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
24 h [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
6 h [-HCI + | de BL
palido, B
vacio a 40 hojas/comprimidos de color amarillo
12 h [-HCI + | de BL
°C palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
24 h [-HCI + | de BL
palido, B
60 °C 6 dias | hojas de color amarillo palido, B I-HCI + | de BL
_ . [-HCI + | de BL +
vacio a 60 hojas de color amarillo palido, B;
6 dias otra forma de la
°C Residuo irregular _
base libre
el papel de pH por encima de la I-HCI + 1 de BL +
100-125 °C | 20 min | muestra indica la presencia de otra forma de la
volatiles acidos base libre

Ejemplo 13: Generacion de la base libre del Compuesto 1 mediante la
desproporcionacion de la sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua (el

material de partida es la sal clorhidrica del Compuesto 1).

Resultado de
XRPD

Método Observacion
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1. en contacto con agua
2. sonicado

3. filtrado y lavado con agua

1. color amarillo palido,
no se humedece bien

2. color blanco

4. secado en N, durante 10 3. - | de BL
minutos 4. -

5. vacio a TA, durante toda la 5. -

noche

1. en contacto con agua 1. —

2. sonicado durante 5 minutos 2. color amarillo palido,

3. suspension durante 10 minutos | se volvidé blanco

4. filtrado, lavado con agua 3. - | de BL + otra
5. secado en N, durante 10 4. - forma de la base
minutos 5. color blanco libre

6. vacio a TA, durante toda la 6. -

noche 7. -

7. almacenado en un congelador

1. suspensién en agua, TA, 8 dias; | 1. suspension densa

adicion de gérmenes cristalinos de | blanca

Il de BL

2. filtrado, lavado con agua 2. - 'l de BL

3. vacio a TA, durante toda la -

noche

2. submuestra de la suspension 2. -

densa

3. lavado con agua

Il de BL (indexada)

Ejemplo 14: Caracterizacion de la Forma | de la base libre del

Compuesto 1

Técnica Detalles | Resultado

XRPD indexado | Forma | de la base libre

XRPD - Forma | de la base libre
25-350

TGA oc pérdida de peso de un 0.2% hasta 100 °C
25-350

DSC oc evento endotérmico con inicio cerca de 97 °C

microscopia en platina | 22.7 °C inicial, finos, birrefringentes
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de calentamiento 91.2 °C aumento en el tamafo de particulay la
' birrefringencia

aumento en el tamafo de particula y la
94.2 °C
birrefringencia

95.7 °C inicio de la fusion, particulas mas grandes
' desde el calentamiento inicial

96.1 °C continuacion de la fusion

fusion total, no hubo cristalizacién durante la
96.3 °C .
fusion

68.7 °C preparado fresco, mayor aumento

91.1°C aumento en la birrefringencia

inicio de la fusidn, particulas mas grandes,
94.8 °C
birrefringentes

954 °C continuacion de la fusion

solamente quedan unos pocos cristales, se
enfrié hasta 92.6 °C

95.9°C

se mantuvo durante 2-3 minutos el
92.6 °C crecimiento cristalino hasta hojas mas

grandes,- se comenzo a calentar

96.3 °C fusion total

DMSO-
"H RMN 46 concuerda con la estructura

pérdida de un 0.02% en equilibrio con un 5%
de HR

ganancia de un 0.22% desde un 5 hasta un
95% de HR

pérdida de un 0.22% desde un 95 hasta un
5% de HR

DVS

Forma | de la base libre + otro material de la
posXRPD

base libre

Ejemplo 15: Caracterizacion de la Forma Il de la base libre del

Compuesto 1

Técnica | Detalles Resultado

XRPD indexado Forma Il de la base libre
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inicial Forma Il de la base libre
XRPD

después de 7 dias | Forma |l de la base libre
TGA 25-350 °C pérdida de peso de un 0.1% hasta 100 °C
DSC 25-350 °C evento endotérmico con inicio cerca de 97 °C
"H RMN | DMSO-d6 concuerda con la estructura

Ejemplo 16: Caracterizacion del Material N de la base libre del

Compuesto 1

Técnica | Detalles | Resultado

XRPD - Material N de la base libre

TGA 25-350 o
oc pérdida de peso de un 0.2% hasta 100 °C
25-350 o o

DSC oc evento endotérmico con inicio cerca de 94 °C

1H RMN DMSO- concuerda con la estructura, no se observo disolvente de
d6é reaccion residual

Ejemplo 17: Suspensiones densas con interconversion competitiva

entre las Formas | y Il de la base libre

Resultado de
Condiciones Disolvente | Observacion
XRPD
6 °C, 6 dias agua color blanco Il de BL
6 °C, 6 dias heptano color blanco Il de BL
6 °C, 6 dias IPE color amarillo palido tenue | N de BL
TA, 6 dias agua color blanco Il de BL
TA, 6 dias heptano color blanquecino Il de BL
TA, 6 dias IPE color amarillo palido N de BL
TA, 6 dias tolueno color amarillo palido N de BL
Il de BL + 1 de
57 °C, 2 dias agua finos, color blanquecino, B BL
57 °C, durante toda _ o
heptano hojas y comprimidos, B Il de BL
la noche
57 °C, durante toda hojas, laminadas, color
IPE Il de BL
la noche amarillo palido, B
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Ejemplo 18: Suspensiones densas con interconversion competitiva

entre las Forma Il y el Material N de la base libre

Condiciones

35 °C, 3 dias | heptano | finos de color amarillo palido, B N de BL

57 °C, 3 dias | heptano | hojas mas grandes y rosetas de hojas, B | Il de BL

Ejemplo 19: Métodos experimentales seleccionados

Indexacion: Los patrones de XRPD se indexaron utilizando el software
registrado SSCI. La concordancia entre las posiciones de los picos permitidas,
marcadas con barras rojas en las figuras, y los picos observados indica una
determinacién de la celda unitaria coherente. La indexacién y el refinamiento de la
estructura son estudios computacionales que se llevan a cabo en la seccion de
“Procedimientos para determinar las actividades que no son cGMP segun SSCI".
Para confirmar la solucion de indexacion tentativa, se deben determinar los
motivos de empacamiento molecular dentro de las celdas unitarias cristalograficas.
No se realizaron intentos para determinar el empacamiento molecular.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): La DSC se llevo a cabo
utilizando un calorimetro de barrido diferencial Q2000 de TA Instruments. La
calibracion de la temperatura se llevé a cabo utilizando el metal indio rastreable
segun NIST. La muestra se introdujo en una capsula de aluminio de DSC, se
cubridé con una tapa y se registré el peso con exactitud. Se introdujo una capsula
de aluminio pesada configurada como la capsula de la muestra en el lado de
referencia de la celda. Los parametros de adquisicion de datos y la configuracién
de la capsula para cada termograma se presentan en la imagen en la seccion de
Datos de este informe. El cédigo del método del termograma es una abreviatura
para la temperatura inicial y final asi como la tasa de calentamiento; p. ej., -30-
250-10 quiere decir “de —30 °C a 250 °C, a 10 °C/min". A continuacién se resumen
las abreviaturas empleadas en cada imagen para las configuraciones de las
capsulas: Capsula sellada Tzero (TOC); y tapa no sellada (NC).

Sorcién dinamica de vapor (DVS): Los datos de la sorcion dinamica de
vapor (DVS) se recogieron en un analizador de la sorcién de vapor SGA-100 de
VTI. Se utilizaron NaCl y PVP como estandares para la calibracion. Las muestras
no se secaron antes de su analisis. Los datos de adsorcion y desorcidn se
recogieron en un rango de un 5 a un 95% de HR con incrementos de un 10% de

HR en purga con nitrogeno. El criterio de equilibrio empleado para el analisis fue
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un cambio del peso menor de un 0.0100% en 5 minutos con un tiempo de
equilibrio maximo de 3 horas. Los datos no se corrigieron para el contenido de
humedad inicial de las muestras.

Microscopia

Microscopia en platina de calentamiento: La microscopia en platina de
calentamiento se llevé a cabo utilizando una platina de calentamiento Linkam
(FTIR 600) montada en un microscopio Leica DM LP provisto de una camara
digital en color SPOT Insight™. Las calibraciones de la temperatura se llevaron a
cabo utilizando estandares del punto de fusion de la USP. Las muestras se
colocaron sobre un cubreobjetos y se colocé un segundo cubreobjetos sobre la
muestra. A medida que se calentaba la platina, se observdé cada muestra
visualmente utilizando un objetivo de larga distancia 20x 0.40 N.A. con
polarizadores cruzados y un compensador rojo de primer orden. Las imagenes se
capturaron utilizando el software SPOT (v. 4.5.9).

Microscopia de luz polarizada: Durante el curso de la experimentacion, las
muestras generadas se examinaron utilizando un microscopio con luz polarizada
cruzada para observar su morfologia y birrefringencia. Las muestras se
observaron visualmente con un aumento de 40x.

Resonancia magnética nuclear de 'H en solucion ("H RMN)

SSCI: Las muestras se prepararon para la espectroscopia de RMN como
soluciones de ~5-50 mg en el disolvente deuterado adecuado. Los parametros de
adquisicién especificos se enumeran en la representacion grafica del primer
espectro completo de cada muestra en la secciéon de datos para las muestras
procesadas segun SSCI.

Spectral Data Solutions: Para las muestras procesadas utilizando Spectral
Data Solutions (subcontratista), los espectros de '"H RMN de las soluciones se
adquirieron a temperatura ambiente en un espectrémetro Varian YNTYINOVA-400
(frecuencia de Larmor de 'H = 399.8 MHz). Los parametros de adquisicion
especificos se enumeran en la hoja de datos espectrales y en cada representacion
grafica de los datos del espectro de la muestra.

Analisis termogravimétrico (TGA)

Los andlisis TG se llevaron a cabo utilizando un analizador
termogravimétrico 2950 de TA Instruments. La calibraciéon de la temperatura se
llevd a cabo utilizando niquel y Alumel™. Cada muestra se introdujo en una
capsula de aluminio y se insert6 en el horno TG. El horno se calenté en purga con

nitrogeno. Los parametros de adquisicién de datos se presentan encima de cada
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termograma en la seccion de Datos de este informe. El codigo del método del
termograma es una abreviatura para la temperatura inicial y final asi como la tasa
de calentamiento; p. ej., 25-350-10 quiere decir “de 25 °C a 350 °C, a 10 °C/min".
El uso de 0 como la temperatura inicial indica que el procesamiento de la muestra
comenzo a temperatura ambiente.

Analisis por XRPD

INEL: Los patrones de XRPD se recogieron con un difractémetro XRG-3000
de Inel. Se produjo un haz incidente de radiacion Ka de Cu utilizando un tubo de
foco fino y un espejo multicapa graduado parabdlicamente. Antes del analisis, se
analizé un estandar de silicio (NIST SRM 640d) para verificar la posicién del pico
111 del Si. Un espécimen de la muestra se introdujo en un capilar de vidrio de
paredes finas y se utilizd un colector del haz para minimizar la sefial de fondo del
aire. Los patrones de difraccion se recogieron en geometria de transmision
utilizando el software Windif v. 6.6 y un detector Equinox sensible a posiciones
curvas con un rango 26 de 120°. Los parametros de adquisicion de datos para
cada patron se presentan encima de la imagen en la seccion de Datos de este
informe.

Transmision PANalytical: Los patrones de XRPD se recogieron con un
difractometro X’Pert PRO MPD de PANalytical utilizando un haz incidente de
radiacion del Cu producido utilizando una fuente de foco fino de largo alcance
Optix. Se utilizé un espejo multicapa graduado elipticamente para enfocar los
rayos X de radiacién Ka de Cu a través del espécimen y sobre el detector. Antes
del analisis, se analizé un espécimen de silicio (NIST SRM 640d) para verificar la
posicion del pico 111 del Si. Se colocd un espécimen de la muestra entre peliculas
con un grosor de 3 um y se analiz6 en geometria de transmision. Se utilizaron un
colector del haz, una extension antidispersion corta y una cuchilla antidispersion
para minimizar la sefal de fondo generada por el aire. Se utilizaron rendijas Soller
para el haz incidente y el haz difractado con el fin de minimizar la ampliacion de la
divergencia axial. Los patrones de difraccién se recogieron utilizando un detector
de barrido sensible a la posicién (X'Celerator) situado a 240 mm del espécimen y
del software colector de datos v. 2.2b. Los parametros de adquisicion de datos
para cada patrén se presentan encima de la imagen en la seccion de Datos de
este informe con la inclusion de la rendija de divergencia (DS, por sus siglas en
inglés) antes del espejo y la rendija antidispersion del haz incidente (SS, por sus

siglas en inglés).
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Reflexion PANalytical: Los patrones de XRPD se recogieron con un
difractometro X’Pert PRO MPD de PANalytical utilizando un haz incidente de
radiacion Ka del Cu producido utilizando una fuente de foco fino de largo alcance y
un filtro de niquel. El difractdmetro se configuré utilizando la geometria de Bragg-
Brentano simétrica. Antes del analisis, se analiz6 un espécimen de silicio (NIST
SRM 640d) para verificar que la posicion observada del pico 111 del Si concuerde
con la posicion certificada por el NIST. Se prepard un espécimen de la muestra
como una capa circular delgada centrada sobre un sustrato de silice con sefal de
fondo cero. Se utilizaron rendijas antidispersion (SS) para minimizar la sefal de
fondo generada por el aire. Se utilizaron rendijas Soller para el haz incidente y el
haz difractado con el fin de minimizar la ampliacion de la divergencia axial. Los
patrones de difraccidn se recogieron utilizando un detector de barrido sensible a la
posicion (X’ Celerator) situado a 240 mm de la muestra y del software colector de
datos v. 2.2b. Los parametros de adquisicion de datos para cada patron se
presentan encima de la imagen en la seccién de Datos de este informe con la
inclusion de la rendija de divergencia (DS) y la rendija del haz incidente (SS).

Solubilidad aproximada: Se tratd una muestra pesada con alicuotas del
disolvente de prueba a temperatura ambiente. La mezcla se sonicd entre las
adiciones para facilitar su disolucion. La disolucion total del material de prueba se
determiné mediante una inspeccion visual. Se estimé la solubilidad en funcién del
disolvente total empleado para proporcionar una disolucion total. A continuacion,
algunas muestras se calentaron y se observaron visualmente para comprobar si
su disolucion era total. La solubilidad real puede ser superior que el valor
calculado debido al uso de alicuotas de disolvente demasiado grandes o debido a
una velocidad de disolucién lenta. La solubilidad se expresa como “inferior a” si no
se produjo disolucion durante el experimento. Si se consiguio la disolucién total
como resultado de la adicion de una unica alicuota, la solubilidad se expresa como
“superior a”.

Adiciones de antidisolvente: Se pusieron en contacto soluciones del
Compuesto 1/disolvente organico con disolventes en los que se determiné que el
Compuesto 1 era poco soluble o insoluble. Estas adiciones de antidisolvente se
afadieron para ayudar a reducir la solubilidad del sistema de disolventes e inducir
la cristalizacion.

Enfriamiento y enfriamientos lentos: Se prepararon soluciones en el
disolvente o sistema de disolvente/antidisolvente seleccionado. Estas soluciones

se refrigeraron por debajo de la temperatura ambiente dentro de un refrigerador
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durante periodos de diferente duracién para intentar inducir la nucleacién. Se
comprobd la presencia o ausencia de solidos. Al observar soélidos, en cantidades
suficientes para el analisis, se realizd un aislamiento del material. Si no habia
cantidades suficientes presentes, se continu6é enfriando en un congelador. Las
muestras se aislaron para su analisis en humedo o como polvos secos.

Compresion:  Se comprimieron muestras seleccionadas utilizando un
troquel para pastillas de KBr y una prensa hidraulica Carver. Se aplicé una carga
de 10000 Ibs sobre el eje del troquel durante aproximadamente 20 minutos.

Cristalizacion en solucion: Se generaron soluciones saturadas a
temperatura ambiente y después se taparon. Se observdé que se producia
nucleacion en estos sistemas durante la evaluacion de la base libre del
Compuesto 1.

Evaporacion rapida: Se prepararon soluciones en disolventes
seleccionados y se agitaron entre las adiciones de alicuotas para facilitar la
disolucion. Una vez que la mezcla se disolvio por completo, segun se juzgd
mediante observacion visual, la solucion se dejo evaporar a temperatura ambiente
en un vial sin tapar o a temperatura ambiente en atmdsfera de nitrégeno. Los
solidos que se formaron se aislaron para su evaluacion.

Molienda: E| material seleccionado se moli6é utilizando un molino Reitch. El
material se introdujo en un recipiente de molienda forrado de agata y a
continuacion se afadié una bola de agata. El recipiente se coloco posteriormente
en un molino y se molié durante aproximadamente 30 minutos con una frecuencia
de 1/30 segundos. La molienda se detuvo aproximadamente cada 10 minutos y el
material se raspo de la pared antes de seguir moliendo.

Suspension: Se prepararon soluciones afiadiendo bastantes sélidos a un
disolvente determinado de modo que hubiera sdlidos en exceso presentes. A
continuacion, la mezcla se agité en un vial sellado a temperatura ambiente o a una
temperatura elevada. Después de un tiempo determinado, los sélidos se aislaron
para su analisis.

Estrés por temperatura y humedad relativa: Se sometieron a estrés
materiales seleccionados a una humedad relativa y/o una temperatura elevadas.
Se utilizaron tarros de humedad relativa (se utilizaron soluciones salinas saturadas
para generar la humedad relativa deseada) para almacenar muestras
seleccionadas. Se utilizaron los siguientes tarros de humedad relativa durante la

evaluacién: 75% de HR (NaCl) y 60% (NaBr), para investigar los efectos de la
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humedad. Las temperaturas utilizadas fueron la temperatura ambiente, 30, 40, 60
y 100-125 °C.

Vacio: Se sometieron a estrés materiales seleccionados a presion reducida
durante un periodo de tiempo establecido. Se aplicd un estrés inicial con el
sistema de vacio propio con unas lecturas de la presién absoluta <500 mTorr,
normalmente de 30 a 50 mTorr (de 0.030 a 0.05 mm Hg). Se aplicd un estrés a
vacio adicional a 48 mmHg utilizando un vacio y purga de laboratorio portatil para
simular condiciones similares a las que cabia esperar durante el proceso.

Ejemplo 20: Desproporcionacién de la sal clorhidrica

La desproporcionacion de la sal clorhidrica en agua se utilizdé para generar
la base libre. En primer lugar se produce la nucleacién de la Forma | de la base
libre. La prolongacion del tiempo en suspension densa induce la transformacion en
una fase termodinamicamente mas estable en comparacion con la Forma |, la
Forma Il de la base libre.

Se identificaron tres materiales anhidros de la base libre; las Formas |, Il y
el Material N de la base libre. El Material N de la base libre parece ser la forma
mas estable, en comparacion con las Formas | y I, a temperatura ambiente. El
material N de la base libre es enantiotropico respecto a la Forma Il y se
transformara de forma reversible a una temperatura de transicion especifica (que
se estimo que era proxima a 42 °C). Por encima de la temperatura de transicion, la
Forma Il de la base libre parece ser la forma mas estable, en comparacién con la
Forma | y el Material N.

La sal clorhidrica (denominada “Forma I-HCI”) se sometié a varias
condiciones de estrés y se monitorizé mediante XRPD para evaluar su estabilidad
fisica. Segun se discutio, la desproporcionacion se produjo durante el experimento
de DVS de la sal clorhidrica, lo cual indica su inestabilidad al exponerla a una
humedad elevada. La desproporcionacion es ademas evidente con la molienda en
hiamedo o en contacto directo con agua (p. €j., suspension densa) tal como
muestra la presencia de las Formas | o Il de la base libre identificadas por XRPD.
La volatilizacion y la pérdida de HCI al calentar y/o someter al vacio se pone de
manifiesto por la presencia de la Forma | de la base libre, identificada por XRPD, y
también indica la inestabilidad en estas condiciones.

e EIl contacto con el agua provocd un cambio de color visual del
material de amarillo palido a blanco; también se observaron cambios fisicos
microscopicamente. Se produce una desproporcionacion inmediata. El analisis por

XRPD identificé el material resultante en una suspension densa acuosa (~5
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minutos) como la Forma | de la base libre. La Forma Il de la base libre también
resulta evidente si se prolonga el tiempo en la suspension densa.

e La volatilizacion del HCI fue evidente en cuestion de horas de
exposicidon a condiciones desecantes. Se observé conversion en la Forma | de la
base libre mediante XRPD a 30 °C (después de 12 h), 40 °C (después de 6 h) y a
40 °C/48 mmHg (después de 6 h).

e El Material C de la base libre resulta evidente en condiciones mas
extremas que implican temperaturas elevadas. El calentamiento de la Forma |-HCI
hasta 125 °C induce la pérdida de volatiles acidos (juzgada visualmente mediante
el uso de papel de pH mantenido por encima de la muestra). El analisis por XRPD
identifica la muestra resultante como una mezcla de la Forma I-HCI, la Forma | de
la base libre y el Material C de la base libre. La exposicion de la sal clorhidrica a
60 °C al vacio durante 6 dias proporciona el mismo resultado. La naturaleza del
Material C no se ha establecido.

La sal clorhidrica se demostré6 que se desproporcionaba de inmediato en
agua. Este fendmeno se utilizé para generar la base libre. En primer lugar se
produce la nucleacion de la Forma | de la base libre. La prolongacion del tiempo
en suspension densa induce la transformacion en una fase termodinamicamente
mas estable en comparacién con la Forma |, la Forma Il de la base libre.

e En un vial de 20 mL se introdujeron 266.4 mg de Forma |-HCl y se
pusieron en contacto con 10 mL de agua. La muestra se sonicé hasta que el
material de color amarillo palido se volvié blanco. Los sélidos resultantes se
recogieron por filtracién (aspirando el agua) y se lavaron con 10 mL de agua. Se
aplicé una purga con nitrégeno en la muestra durante aproximadamente 10
minutos antes de exponerla al vacio a temperatura ambiente para que se secara
durante toda la noche. El material resultante se analizé por XRPD y se determiné
que era la Forma | de la base libre.

e En un Erlenmeyer de 250 mL se introdujeron 6.0250 gramos de
Forma I-HCI y se pusieron en contacto con 220 mL de agua. La muestra se sonico
durante aproximadamente 5 minutos para dispersar el material. EI material de
color amarillo se volvié blanco durante la sonicacidén. Se introdujo un iman de
agitacion y la muestra se agité a 700 RPM durante aproximadamente 10 minutos.
Los solidos se recogieron por filtracidon y se lavaron con 220 mL de agua, seguidos
de una purga con nitrogeno sobre la muestra durante aproximadamente 10
minutos antes de exponerla al vacio a temperatura ambiente. La muestra se secé

en estas condiciones durante aproximadamente 24 horas para obtener 5.1834
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gramos de material. El material resultante se analizé por XRPD y se determind
que era una mezcla de la Forma | de la base libre y el Material D de la base libre.
(La naturaleza del Material D no se ha establecido).

El procedimiento empleado para generar la Forma Il de la base libre se
describe a continuacion.

e En un vial de 20 mL se introdujeron 477.5 mg del lote 20 de Forma

I-HCI y se pusieron en contacto con 20 mL de agua. La muestra se sonicé hasta
que el material de color amarillo palido se volvié blanco. Se afadié una pequena
cantidad de la muestra (mezcla de las Formas | y Il de la base libre) como
gérmenes cristalinos. Se introdujo un iman de agitaciéon y la muestra se agité a
200 RPM durante 8 dias. Los sdlidos resultantes se recogieron por filtracion
(aspirando el agua) y se lavaron con 15 mL de agua. La muestra se expuso al
vacio a temperatura ambiente para secarla durante toda la noche. El material
resultante se analizé por XRPD y se determin6é que era la Forma Il de la base
libre.

Ejemplo 21: Procedimientos adicionales para la preparaciéon de la
Formal, la Forma ll y la Forma N de la base libre

Conversién de la base libre del Compuesto 1 en la sal clorhidrica

Procedimiento general: Tratar lentamente una solucién de la base libre del
Compuesto 1 en MEK (5 vol) con HCI conc. (1.5 eq). Enfriar la suspension densa
resultante hasta 0-5 °C durante 1 h y filtrar. Lavar los sélidos con MEK (1 vol).
Secar al vacio a 30-35 °C.

Preparacion A: Siguiendo el procedimiento general anterior, se procesaron
35 g del Compuesto 1 crudo para proporcionar la sal clorhidrica como un sélido de
color amarillo palido (32.4 g, 82% de rendimiento, 99.8% de pureza mediante
HPLC).

Preparacion de la Forma | de la base libre a partir de la sal clorhidrica del
Compuesto 1

Procedimiento general: Agitar enérgicamente una suspension densa de la
sal clorhidrica del Compuesto 1 en DIW (10 vol) durante 5 min-2 h. Filtrar la
suspension densa, lavar con DIW (2x1 vol), secar en un embudo y después secar
de nuevo al vacio a 30-35 °C.

Preparacion A: Siguiendo el procedimiento general anterior, tras agitar
durante 1 h, se procesaron 32 g de la sal clorhidrica del Compuesto 1 para

proporcionar la base libre como un sélido de color amarillo palido (27.3 g, 95% de
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rendimiento, 99.8% de pureza mediante HPLC; la DSC indica que se trata de la
Forma I).

Preparacion B: Siguiendo el procedimiento general anterior, tras agitar
durante 1 h, se procesaron 39 g de la sal clorhidrica del Compuesto 1 para
proporcionar la base libre como un sélido de color amarillo palido (31.8 g, 90% de
rendimiento, >99.9% de pureza mediante HPLC).

Preparacion C: Asi pues, la sal clorhidrica del Compuesto 1 (134 g) se
agitdé enérgicamente en agua (10 vol) hasta que el material adquirié el aspecto de
una suspension densa blanca finamente dispersa. Tras filtrar y secar, se aislé un
sélido blanco cristalino (116 g, 96% de recuperacién, >99.9% de pureza mediante
HPLC).

Preparacion D: El objetivo de este experimento era preparar la base libre a
partir del Compuesto 1-HCI. Asi pues, la sal clorhidrica del Compuesto 1 (65.3 Q)
se agité enérgicamente en agua (10 vol) hasta que el material adquiri6 el aspecto
de una suspensién densa blanca finamente dispersa. Tras filtrar y secar, se aislo
un solido blanco cristalino (57.5 g, 97.6% de recuperacion, >99.9% de pureza
mediante HPLC).

Preparacion de la Forma Il de la base libre de GBT000440 a partir de la
Forma | de la base libre de GBT000440

Procedimiento general: Agitar una suspension densa de la Forma | de la
base libre del Compuesto 1 en un disolvente adecuado (p. ej., heptano o agua) (10
vol) durante 1-7 dias. Filtrar la suspensién densa, lavar con DIW (2x1 vol), secar
en un embudo y después secar de nuevo al vacio a 30-35 °C.

Preparacion A: Asi pues, la Forma | de la base libre del Compuesto 1 (114
g) se agité en n-heptano (10 vol) a 35 °C. Después de 4 dias, la XRPD indic6 que
el material era la Forma Il. La suspension densa se filtr6 y se secd para
proporcionar 110 g de un sélido blanquecino.

Preparacion B: La base libre del Compuesto 1 (5 g) se suspendié en
heptanos (10 vol, 50 mL) a temperatura ambiente. Después de 4 dias, la
suspension densa se filtré para proporcionar un sélido blanquecino.

Preparacion C: La base libre del Compuesto 1 (5.8 kg) se suspendidé en
heptanos (10 vol) a temperatura ambiente. Después de 2 dias, la suspensién
densa se filtro y se lavd con 2x2 vol de n-heptano para proporcionar 4.745 kg de la
Forma Il como un sélido blanquecino.

Preparacion D: La base libre del Compuesto 1 (5 g) se suspendio en agua.

Después de 4 dias, la suspension densa se filtr6 para proporcionar un sélido
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blanquecino. Preparacion de la Forma N de la base libre de GBT000440 a partir
de la Forma | o la Forma Il de la base libre de GBT000440

Procedimiento general: Agitar una suspension densa de la Forma | de la
base libre del Compuesto 1 en MTBE (4 vol) a temperatura ambiente durante al
menos 4 dias. Después de 4 dias, filtrar la suspensidén densa para proporcionar un
sélido blanquecino. Obtener un espectro de XRPD para confirmar que el polimorfo
se trataba del Material N.

Preparacion A: Siguiendo el procedimiento general anterior, se agitaron 27
g de la Forma | de la base libre del Compuesto 1 (48TRS079) en MTBE a 18-23
°C durante 4 dias. La DSC indicé que debia tratarse del Material N. Se aislaron
22.2 g de un solido de color crema (82% de recuperacion, pureza del 99.9 por
HPLC). El analisis por XRPD fue el esperado.

Preparacion B: Siguiendo el procedimiento general anterior, se agitaron 31
g de la Forma | de la base libre del Compuesto 1 en 3 vol de MTBE a 18-23 °C
durante 4 dias.

Preparacion C: La Forma | de la base libre del Compuesto 1 (13KWBO023, 1
g) se suspendio en MTBE (5 vol) a temperatura ambiente. Se agregaron gérmenes
cristalinos del Material N (50 mg) a la suspension densa. Después de 4 dias, la
suspension densa se filtré para proporcionar un sélido blanquecino. La DSC indico
que el punto de fusion era el mismo que el del Material N.

Preparacion D: El objetivo de este experimento era convertir la Forma |l de
la base libre del Compuesto 1 en el Material N. Asi pues, la base libre del
Compuesto 1 (0.5 g) se agité en 5 vol de éter di-n-propilico a 18-23 °C. Después
de 2 dias, la DSC se correspondia con el patron observado para el Material N. El
analisis por XRPD confirmd que se habia formado el Material N.

Preparacion E: A la Forma |l de la base libre del Compuesto 1 (5 g) se
afadio éter diisopropilico (5 vol, 25 mL) a temperatura ambiente. Después de 4
dias, la suspension densa se filtr6 para proporcionar un soélido blanquecino. La
DSC indica que se trata del Material N.

Ejemplo 22: Examenes basados en disolventes preliminares

Se realizaron examenes rapidos basados en disolventes para intentar
determinar la forma mas estable de la base libre del Compuesto 1. El estudio
también proporciona una evaluacion preliminar de la propensién de estos
materiales a existir en formas cristalinas diferentes. Los sélidos generados se

observaron mediante microscopia de luz polarizada (PLM, por sus siglas en
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inglés) y/o se analizaron por difraccién de rayos X en polvo (XRPD), comparando
los patrones de XRPD resultantes con patrones conocidos del Compuesto 1.

En los casos posibles, los patrones de XRPD se indexaron. La indexacidn
es el proceso de determinacion del tamafo y la forma de la celda unitaria
cristalografica teniendo en cuenta las posiciones de los picos en un patréon de
difraccion. El término adquiere su nombre de la asignacidon de etiquetas de los
indices de Miller a picos individuales. La indexacion de XRPD tiene varios fines. Si
todos los picos en un patron estan indexados por una unica celda unitaria, esta es
una prueba evidente de que la muestra contiene una unica fase cristalina. Una vez
disponible la solucion de indexacién, se puede calcular el volumen de la celda
unitaria directamente y puede ser util para determinar su estatus de solvatacion.
La indexacidn también es una descripcion firme de una forma cristalina vy
proporciona un resumen conciso de todas las posiciones de los picos disponibles
para dicha fase en un punto de un estado termodinamico particular.

Se otorgaron designaciones de letras a materiales que exhiben patrones de
XRPD cristalinos unicos, basandose en la inspeccion visual de picos asociados
con estos materiales. La designacion de letras esta asociada en un principio con la
palabra “Material” si los datos de caracterizacion disponibles son insuficientes. La
nomenclatura se utiliza unicamente para facilitar la identificacion de patrones de
XRPD unicos y no implica que se conozca la estequiometria, la pureza de la fase
cristalina o la pureza quimica del material. Los materiales se designan ademas
como formas con designaciones de numeros romanos (es decir, Material A de la
base libre = Forma | de la base libre), cuando se determinan la pureza de la fase
(obtenida mediante la indexacion del patréon de XRPD o la elucidacion de la
estructura monocristalina) y la identidad/pureza quimica (obtenida por
espectroscopia de RMN de protén) del material.

Se identificaron tres materiales anhidros: Las Formas |, Il y el Material N. El
Material N parece ser la forma mas estable, en comparacion con las Formas | y I,
a temperatura ambiente. El material N es enantiotropico respecto a la Forma Il y
se transformara de forma reversible a una temperatura de transicion especifica
(que se estim6 que era préoxima a 42 °C). Por encima de la temperatura de
transicion, la Forma |l parece ser la forma mas estable, en comparacién con la
Forma | y el Material N.

Los materiales C y D se utilizan para identificar unos pocos picos de baja

intensidad adicionales observados en patrones de XRPD que estaban constituidos
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predominantemente por la Forma | de la base libre del Compuesto 1 o mezclas de
Forma I-HCl y la Forma | de la base libre del Compuesto 1.

Ejemplo 23: Formas de ansolvatos anhidras

Forma |

La Forma | de la base libre es una fase anhidra metaestable de la base libre
que se forma de inmediato a partir de la desproporcionacion de la sal clorhidrica
en agua. Se indexo con éxito un patréon de XRPD representativo de la Forma | y el
volumen de la celda unitaria concuerda con la base libre anhidra. La comparacién
visual del patron de XRPD con el patrén histérico de la base libre proporcionado
indica que el material puede ser similar; sin embargo, el patrén histérico parece
exhibir picos adicionales de una mezcla potencial.

El espectro de 'TH RMN concuerda con la estructura quimica del Compuesto
1. El desplazamiento quimico a aproximadamente 2.5 ppm se asigna al DMSO
(debido a protones residuales en el disolvente de RMN). Los picos que se podrian
asociar con disolventes residuales no eran visibles, lo cual concuerda con el
volumen de la celda unitaria anhidra determinado a partir de la solucion de
indexacion anterior y el % de pérdida de peso insignificante observado mediante
TGA que se discute a continuacion.

Los datos de los termogramas (TG) muestran una pérdida de peso
insignificante, un 0.2%, hasta 100 °C, coherente con una forma anhidra. La DSC
exhibe una unica endoterma con un inicio préximo a 97 °C (similar a lo que se
observa para la Forma IlI). La endoterma concuerda con una fusion por
microscopia en platina de calentamiento. Sin embargo, ciertos cambios en el
tamafo de particula y la birrefringencia fueron evidentes antes de la fusion; se
produjo un posible cambio de fase. Por consiguiente, si se produjo un cambio de
fase y se observd una endoterma similar a la de la Forma |l de la base libre, se
puede inferir que la fusidon observada no es realmente de la Forma | sino de la fase
resultante, muy probablemente la Forma Il.

La isoterma de DVS indica que la Forma | no es higroscopica. Se
observaron un aumento y una pérdida de peso insignificantes, un 0.2%, por
sorcion/desorcion. Por XRPD, el material recuperado del experimento de DVS fue
predominantemente la Forma | de la base libre con unos pocos picos adicionales.
Los picos adicionales se denominaron Material D de la base libre. Se desconoce la
naturaleza del Material D; sin embargo, la aparicion de otra u otras fases indica
que la Forma | probablemente no es estable en condiciones de humedad elevada

(a temperatura ambiente).
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Forma Il

La Forma Il de la base libre es una fase anhidra de la base libre. La Forma
Il esta relacionada enantiotropicamente con el Material N, siendo esta la forma
termodinamicamente estable por encima de una temperatura de transicion
estimada de 42 °C. La Forma Il se puede generar en disolventes que no forman
solvatos conocidos; tales como heptano, IPE, MTBE o tolueno; mediante
conversiones de suspensiones densas a corto plazo de la Forma | (en las que la
cinética de cristalizacién retrasa la nucleacion de la forma mas estable) o
suspensiones densas a temperatura elevada (por encima de 42 °C). Se indexd
con éxito un patron de XRPD representativo de la Forma Il y el volumen de la
celda unitaria concuerda con la base libre anhidra del Compuesto 1.

El espectro de 'TH RMN concuerda con la estructura quimica del Compuesto
1. El desplazamiento quimico a aproximadamente 2.5 ppm se asigna al DMSO
(debido a protones residuales en el disolvente de RMN). Los picos que se podrian
asociar con disolventes residuales no eran visibles, lo cual concuerda con el
volumen de la celda unitaria anhidra determinado a partir de la solucion de
indexacion anterior y el % de pérdida de peso insignificante observado mediante
TGA que se discute a continuacion.

Los datos de los termogramas (TG) muestran una pérdida de peso
insignificante, un 0.1%, hasta 100 °C, coherente con una forma anhidra. La DSC
exhibe una unica endoterma (80.1 J/g) con un inicio préximo a 97 °C.

La Forma Il permanecié invariable después de 7 dias en almacenamiento
en condiciones ambientales, mediante un reanalisis por XRPD. La forma se sabe
que es termodinamicamente metaestable, en comparacion con el Material N, en
estas condiciones; sin embargo, la cinética de conversion del polimorfo puede ser
lenta en condiciones ambientales en el estado sdlido.

Material N

El Material N de la base libre es una fase anhidra de la base libre. El
Material N esta relacionado enantiotropicamente con la Forma Il, siendo este la
forma termodinamicamente estable por debajo de una temperatura de transicion
estimada de 42 °C. Dada la oportunidad, el Material N se puede generar mediante
suspensiones densas en disolventes que no forman solvatos conocidos; tales
como heptano, IPE, MTBE o tolueno; a temperaturas por debajo de 42 °C. El
siguiente es un ejemplo de un procedimiento a escala de laboratorio empleado

para generar el Material N de la base libre.
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e Se pusieron en contacto 53.0 mg de la Forma | de la base libre con 2
mL de una solucion de IPE/base libre (concentracion de 13 mg/mL). Se introdujo
un iman de agitacién y la muestra se suspendié durante 7 dias a temperatura
ambiente. La solucién se decantdé de la muestra y los sélidos remanentes se
secaron brevemente en atmodsfera de nitrogeno. Los datos de caracterizacion
indican que el Material N es una fase cristalina unica.

El espectro de "H RMN concuerda con la estructura quimica del Compuesto
1. El desplazamiento quimico a aproximadamente 2.5 ppm se asigna al DMSO
(debido a protones residuales en el disolvente de RMN). Los picos que se podrian
asociar con disolventes residuales no eran visibles, lo cual concuerda con el % de
pérdida de peso insignificante observado por TGA que se discute mas adelante.

Los datos de los termogramas (TG) muestran una pérdida de peso
insignificante, un 0.2%, hasta 100 °C, coherente con una forma anhidra. La DSC
exhibe una unica endoterma (82.8 J/g) con un inicio a 94 °C.

Determinacion tentativa de la relacion termodinamica entre las Formas |, Il y
el Material N de la base libre

Los datos de caracterizacién indican que las Formas |, Il y el Material N son
fases cristalinas unicas; sin embargo, unicamente los patrones de XRPD de las
Formas | y Il se indexaron con éxito para confirmar la pureza de las fases. Por
tanto, cualquier relacion termodinamica propuesta entre estos materiales es una
hipétesis de trabajo, en la que se asume la pureza de la fase del Material N.

La transicion fasica de solidos puede ser termodinamicamente reversible o
irreversible. Las formas cristalinas que se transforman de forma reversible a una
temperatura de transicion especifica (T,) se denominan polimorfos
enantiotrépicos. Si las formas cristalinas no son interconvertibles en estas
condiciones, el sistema es monotrépico (una forma termodinamicamente estable).
Se han desarrollado varias reglas para predecir la estabilidad termodinamica
relativa de los polimorfos y si la relacion entre los polimorfos es enantiotropica o
monotrépica. En este estudio se aplica la regla del calor de fusion. La regla del
calor de fusién establece que si la forma con un punto de fusion mas alto tiene el
calor de fusién menor, entonces las dos formas son enantiotropicas, en el caso
contrario son monotropicas.

El Material N parece ser la forma mas estable, en comparacién con las
Formas | y Il, a temperatura ambiente. Sobre la base de los calores de fusion y las
fusiones determinados por DSC, el Material N es enantiotrépico respecto a la

Forma Il y se transformara de forma reversible a una temperatura de transicion
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especifica (V). Debido al posible cambio de fase de la Forma | en la Forma |l
que se produjo antes de la endoterma observada en la DSC, la relacion de la
Forma | con el Material N o con la Forma Il no se puede determinar de un modo
concluyente por la regla del calor de fusion. Sin embargo, mediante varias
suspensiones de interconversion, se demostré que la Forma | es la forma
termodinamicamente menos estable a temperaturas comprendidas entre 6 °C y
TV, Ademas, asumiendo que la Forma | se convierte de forma espontanea en la
Forma Il en la DSC a temperaturas elevadas (antes de la fusion observada), se ha
de deducir que la Forma |l también es mas estable que la Forma | por encima de
TN-II_

Ejemplo 24: Temperatura de transicion estimada

La temperatura de transicibn estimada entre dos formas
enantiotrépicamente relacionadas se puede calcular a partir de sus inicios de la
fusién y calores de fusién sobre la base de la ecuacidbn que se muestra a

continuacion.
_ AHp g -AHg  +(Cpig = Cp.1) (Tra-Tr2)

P AH AH I )
f.2 f.l f.l

L == +(Cy g —Cp1)In T o
If,2 If.l ( p-hig —pl ( f.2

Donde
(Cp.liq _Cp.l) = k'AHf_l Y k=0.005

Entre el Material N y la Forma I, la ecuacion estima una temperatura de
transicion de 42 °C. Para resumir, a continuacion se muestra la estabilidad relativa

de las formas de mas a menos estable.

Rango de Estabilidad
Comentarios
temperatura* relativa
Por debajo de 6 N> Il No se establecen relaciones con la Forma |
>
°C por debajo de esta temp.

Entre6°Cy TV N>l >| -

Por encima de T No se establece relacion entre la Forma | y

) (1> N)y (Il > 1)

el Material N por encima de esta temp.

*TN-I'se estima que es préoxima a 42 °C
Ejemplo 25: Diagrama de energia-temperatura
El diagrama de energia-temperatura de la FIG. 17 es una solucion grafica

semicuantitativa de la ecuacion de Gibbs-Helmholtz, en la que las isobaras de
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entalpia (H) y energia libre (G) de cada forma se representan como una funcion de
la temperatura.

Ejemplo 26: Experimentos de suspensiones de interconversion
competitivos

Se realizaron experimentos de interconversion para apoyar la relacion
termodinamica entre polimorfos ilustrados por el diagrama de energia-temperatura
anterior. Los experimentos de suspensiones competitivos o de interconversion son
un proceso mediado por una solucidon que proporciona una via para que un cristal
menos soluble (mas estable) crezca a expensas de la forma cristalina mas soluble.
Aparte de la formacion de un solvato o la degradacion, el polimorfo mas estable
resultante de un experimento de interconversion se contempla que es
independiente del disolvente empleado ya que el polimorfo termodinamicamente
mas estable tiene una energia menor y, por lo tanto, una solubilidad menor. La
eleccion del disolvente afecta a la cinética de la conversion entre polimorfos y no a
la relacién termodinamica entre formas polimoérficas.

Los resultados de los estudios de interconversion concuerdan con el
diagrama de energia-temperatura tentativo que se muestra en la presente. Se
prepararon suspensiones densas binarias a temperatura ambiente, 6 y 57 °C
utilizando las Formas | y Il. La Forma Il fue el resultado de la mayoria de estos
experimentos, lo cual confirma que la Forma Il es mas estable que la Forma |
dentro de este rango de temperatura.

Algunos de los experimentos llevados a cabo a temperatura ambiente y 6
°C dieron como resultado el Material N. Aunque esto no proporciona una
clarificacion especifica entre las Formas | y Il, proporciona pruebas de que el
Material N es la forma mas estable en comparacion con las Formas | y Il a estas
temperaturas (en experimentos llevados a cabo por debajo de la temperatura de
transicion estimada de 42 °C). Se prepararon suspensiones adicionales de
interconversion entre la Forma Il y el Material N a temperaturas que abarcan esta
temperatura de transicién estimada y confirman que la Forma Il y el Material N
estan enantiotropicamente relacionados.

Ejemplo 27: Resonancia magnética nuclear en estado sélido

Se adquirieron espectros de 3C y ®N para las tres formas polimérficas:
Forma |, Forma Il y Material N. Remitase a las FIGS. 10 y 11. Los espectros se
adquirieron a 253K para evitar que se produjeran transiciones a temperaturas
bajas durante la medicion y se optimizaron los parametros de la adquisicién para

cada forma polimorfica.
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Basandose en la resonancia magnética nuclear en estado sélido, las tres
formas son cristalinas y son formas polimorficas diferentes. La Forma | contiene
una molécula por unidad asimétrica, la Forma |l contiene dos moléculas por
unidad asimétrica y la Forma N contiene cuatro moléculas por unidad asimétrica.
Remitase a los espectros de '°N de la FIG. 11.

Ejemplo 28: Evaluacion de la estabilidad quimica y fisica de la Forma |
de la base libre del Compuesto 1

Se expuso una mezcla constituida predominantemente por la Forma | de la
base libre (con el Material D de la base libre) a condiciones de estabilidad para
evaluar su estabilidad fisica y quimica. Se utilizaron tres condiciones; abierta hasta
25 °C/60% de HR, abierta hasta 40 °C/75% de HR y cerrada hasta 60 °C. La
estabilidad fisica se evalué por XRPD. La estabilidad quimica se determiné por
UPLC y 'H RMN, segun procedid. Se evaluaron los materiales después de 1, 7 y
14 dias de exposicion.

Estabilidad quimica de la Forma | de la base libre

Para la muestra de la estabilidad de la base libre, la UPLC mostré unos
niveles muy bajos de impurezas presentes. El nivel de impurezas no aumento
significativamente después de 14 dias de maduracién. Esto podria parecer
indicativo de una buena estabilidad quimica frente a las condiciones empleadas
para evaluar la estabilidad. Los espectros de '"H RMN de muestras expuestas a 60
°C (14 dias) también concordaron con esta conclusion.

Estabilidad fisica de la Forma | de la base libre

La base libre del Compuesto 1 permanecio inalterada, por XRPD, a 25
°C/60% de HR. Sin embargo, se observaron diferencias en las otras dos
condiciones. Se dejaron de observar los pocos picos minoritarios atribuidos al
Material D de la base libre, lo cual indica que el Material D es metaestable y no se
mantiene a temperaturas elevadas. Ademas, se observo la Forma |l de la base
libre después de 7 dias de maduracion. Esto concuerda con las conclusiones que
se discuten en la presente, en las que la Forma |l de la base libre es mas estable
que la Forma | de la base libre a estas temperaturas.

Ejemplo 29: Evaluacion de la estabilidad fisica de la Forma Il y el
Material N (Forma N) de la base libre del Compuesto 1

La DSC se modulé con una velocidad de calentamiento subyacente baja,
seguida por difraccion de rayos X en polvo. Se utilizé una velocidad de
calentamiento subyacente baja de 0.02 °C min-'. La temperatura fue de 80 °C para

la Forma N y 90 °C para la Forma Il. La exposicion fue esencialmente isotérmica,
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cubriendo un rango de temperatura con sensibilidad para detectar cambios en la
forma fisica. Los materiales resultantes se examinaron por difraccion de rayos X
en polvo. No se observaron cambios en la forma fisica para la Forma Il polimoérfica
ni la Forma N polimérfica (es decir, el material N).

Las Formas Il y N se expusieron a 40 °C/75% de humedad relativa (HR), 80
°C, 80 °C/80% de HR durante 9 dias, seguidos de la difraccion de rayos X en
polvo. No se observaron cambios en la forma fisica para la Forma |l polimorfica ni
la Forma N polimérfica.

La barrera termodinamica para la interconversion entre la Forma Il y la
Forma N polimoérficas es alta, y la estabilidad fisica es buena para ambas formas.
Es poco probable que se produzca una interconversion inducida térmicamente
entre la Forma Il y la Forma N.

Ejemplo 30: La estabilidad termodinamica relativa de las Formas N y Il
polimorficas.

Se llevaron a cabo estudios de maduraciéon mediada por disolvente
prolongada con mezclas 1:1 p/p de la Forma Il y la Forma N polimorficas. El
hexano proporcion6é un buen medio para las evaluaciones de los disolventes. Las
temperaturas empleadas incluyen -20 °C, -10 °C, 0 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C
y 50 °C. Se observo un aumento significativo de la solubilidad a 30 °C, 40 °C y 50
°C. Se analizaron solidos derivados de la maduracion a -20 °C, -10 °C, 0 °C, 10
°C, 20 °C por difractometria de rayos X en polvo. En cada caso, se observo una
conversion significativa en la Forma N.

La Forma N es termodinamicamente mas estable que la Forma Il a
temperaturas menores o iguales a 20 °C. Es probable que una relacion
enantiotrépica entre las dos formas exhiba equivalencia en la estabilidad
termodinamica a ca. 30-40 °C .

Ejemplo 31: Morfologia de la Forma N

Un examen inicial de un lote de la Forma N polimérfica indica que tiene una
morfologia acicular.

Aunque esta invencidén se ha descrito junto con realizaciones y ejemplos
especificos, sera evidente para un experto en la técnica, en lo que respecta a sus
conocimientos y a esta exposicion, que los equivalentes de los materiales y
métodos descritos especificamente también seran aplicables a esta invencion; y
se pretende que tales equivalentes queden incluidos dentro de las siguientes

reivindicaciones.
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Se hace constar que con relacidon a esta fecha, el mejor método conocido
por la solicitante para llevar a la practica la citada invencion, es el que resulta claro

de la presente descripcidn de la invencion.



POLIMORFOS CRISTALINOS DE LA BASE LIBRE DE 2-HIDROXI-6-((2-
(1-ISOPROPIL-1H-PIRAZOL-5-IL)PIRIDIN-3-IL)METOXI)BENZALDEHIDO

Antecedentes
El 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-il)metoxi)benzaldehido

es un compuesto de férmula:

~ N

N T

N'\ |
L
OH ,

La anemia drepanocitica es un trastorno de los eritrocitos, que afecta en
particular a personas de descendencia africana y mediterrdnea. El origen de la
anemia drepanocitica se halla en la hemoglobina drepanocitica (HbS) que
contiene una mutacion puntual respecto a la secuencia peptidica prevalente de la
hemoglobina (Hb).

La hemoglobina (Hb) transporta moléculas de oxigeno desde los pulmones
hasta varios tejidos y 6rganos repartidos por todo el cuerpo. La hemoglobina se
une al oxigeno y lo libera mediante cambios conformacionales. La hemoglobina
drepanocitica (HbS) contiene una mutacion puntual en la que el acido glutamico se
reemplaza por valina, lo cual hace que la HbS tienda a polimerizar y confiera a los
eritrocitos que contienen HbS su forma de hoz caracteristica. Las células
drepanociticas son también mas rigidas que los eritrocitos normales y su falta de
flexibilidad puede hacer que los vasos sanguineos se bloqueen. Se necesitan
agentes terapéuticos que puedan tratar trastornos que son mediados por la Hb o
por una Hb anémala tal como HbS, como por ejemplo, 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-
1H-pirazol-5-il)piridin-3-il)metoxi)benzaldehido.

Es importante que cuando se utiliza una forma cristalina de un agente
terapéutico, como 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-
illmetoxi)benzaldehido o una de sus sales, para tratar a los seres humanos, esta
retenga su estabilidad polimoérfica y quimica, su solubilidad y otras propiedades
fisicoquimicas con el tiempo y entre lotes fabricados del agente diferentes. Si las
propiedades fisicoquimicas varian con el tiempo y entre lotes, la administracion de
una dosis terapéuticamente eficaz se vuelve problematica y puede dar lugar a
efectos secundarios toxicos o que la terapia sea ineficaz, en particular si un
polimorfo determinado descompone, antes de usarlo, a un compuesto menos

activo, inactivo o téxico. Por tanto, es importante elegir una forma del agente



cristalino que sea estable, se fabrique de forma reproducible y tenga unas
propiedades fisicoquimicas favorables para su uso como agente terapéutico.

Sin embargo, la técnica sigue sin poder predecir qué forma cristalina de un
agente poseera una combinaciéon de las propiedades deseadas y sera adecuada
para administrarla a los seres humanos, y como sinterizar el agente en tal forma
cristalina.

Compendio

Ansolvatos

Esta invencion tiene origen en parte en el descubrimiento de que una sal
clorhidrica del Compuesto 1 se desproporciona de HCI o lo pierde, y la
desproporcionacién de la sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua genera la base
libre, y la desproporcionacion fue sencilla al exponerla a una humedad elevada,
con molienda en humedo y en contacto directo con agua (p. ej., suspension
densa). La sal sulfato del Compuesto 1 también se desproporciona de ciertos
disolventes tales como sulfoxido de dimetilo y metanol cuando se hace precipitar
con agua. La volatilizacion del HCI fue evidente en cuestibn de horas de
exposicion a condiciones desecantes. Por ejemplo, la conversion parcial en la
base libre se observé en cuestién de 12 horas a 30 °C. Por consiguiente, la base
libre del Compuesto 1 proporciona una entidad quimica mas estable en
comparacion con la sal clorhidrica o sulfato correspondiente y otra sal de este tipo.

[0007] Se acaba de descubrir que el 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-
5-il)piridin-3-il)metoxi)benzaldehido (o Compuesto 1), es decir, la base libre del
Compuesto 1, se puede obtener como una o mas formas de ansolvatos cristalinos,
varias de las cuales se denominan en la presente Forma |, Forma Il y Material N
cristalinas. En realizaciones preferidas, la base libre del Compuesto 1 es un
ansolvato cristalino, tal como una forma cristalina anhidra. La base libre del
Compuesto 1 se puede obtener a partir de su forma salina correspondiente, tal
como la sal clorhidrica del Compuesto 1.

[0008] Se identificaron tres formas cristalinas anhidras de la base libre,
denominadas Formas I, Il y Material N de la base libre. Se ha descubierto que la
nucleacion de la Forma | de la base libre normalmente se produce primero a partir
de una suspensiéon densa. La prolongacion del tiempo en suspension densa puede
inducir la transformacion de la Forma | de la base libre en la Forma Il de la base
libre, una fase termodinamicamente mas estable en comparacion con la Forma 1.
También se ha descubierto que el Material N de la base libre puede ser estable en

comparacién con las Formas | y Il, a temperatura ambiente.



[0009] EI material N de la base libre se comprob6 que estaba
enantiotropicamente relacionado con la Forma Il y se transformard de forma
reversible a una temperatura de transicion especifica (que se estimé en la
presente que era proxima a 40-42 °C). Por encima de la temperatura de transicion,
la Forma Il de la base libre parece ser la forma mas estable, en comparacién con
la Forma | y el Material N. Por tanto, a temperaturas operacionales inferiores a 40
°C, p. €., a 30 °C, la base libre del Compuesto 1 existe principalmente como el
Material N, que puede contener cierta cantidad de la Forma Il residual. Por tanto, a
temperaturas operacionales superiores a 40 °C, p. €j., a 50 °C, la base libre del
Compuesto 1 existe principalmente como la Forma II, que puede contener cierta
cantidad del Material N residual. A 40 °C se observa muy poca conversion
apreciable entre el Material N y la Forma Il. Esto se considera cierto para las
suspensiones densas de la base libre en ciertos disolventes y en el estado sélido.
En una realizacion, la forma o las formas de la base libre cristalina del Compuesto
1 no experimentan ninguna transformacion polimérfica en condiciones adecuadas
para la fabricacion y el almacenamiento de las formas cristalinas.

Forma |

En una realizacion, la base libre cristalina del Compuesto 1 comprende la
Forma cristalina |, que se caracteriza por un pico endotérmico a (97+2) °C segun
se mide mediante calorimetria diferencial de barrido. En otra realizacion, la Forma
cristalina | de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por la
ausencia sustancial de eventos térmicos a temperaturas por debajo del pico
endotérmico a (97+2) °C segun se mide mediante calorimetria diferencial de
barrido. En otra realizacion, la Forma cristalina | de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion
Ka del Cu) a uno o mas de 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°, 17.60°, 25.14°, 25.82° y
26.44° +0.2 °20. En otra realizacion, la Forma cristalina | de la base libre del
Compuesto cristalino 1 se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X en
polvo (radiacién Ka del Cu) sustancialmente similar al de la FIG. 3.

En otra realizacion, la Forma cristalina | de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacion Ka del Cu) seleccionado entre 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°, 17.60°,
25.14°, 25.82° y 26.44° (cada uno 10.2 °26). En otra realizacion, la Forma
cristalina | de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos
dos picos de difraccion de rayos X en polvo (radiacién Ka del Cu) seleccionados
entre 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°, 17.60°, 25.14°, 25.82° y 26.44° (cada uno
10.2 °20). En ofra realizacion, la Forma cristalina | de la base libre del Compuesto



cristalino 1 se caracteriza por al menos tres picos de difraccién de rayos X en
polvo (radiacién Ka del Cu) seleccionados entre 12.82°, 15.74°, 16.03°, 16.63°,
17.60°, 25.14°, 25.82° y 26.44° (cada uno +0.2 °26).

En otra realizacion, la Forma | se caracteriza por 1, 2, 3, 4 0 mas picos

como los tabulados mas adelante.

Picos observados para la Forma I, XRPD archivo 609973.

20 Espaciado d (A)  Intensidad (%)
5.52+0.20 16.021 + 0.602 68
12.82 £0.20 6.906 = 0.109 74
15.03 £0.20 5.897 + 0.079 38
15.74 £0.20 5.629 £ 0.072 46
16.03 £0.20 5.530 = 0.069 46
16.63 £0.20 5.331 £ 0.064 61
17.60 £0.20 5.040 = 0.057 100
18.74 £0.20 4.736 + 0.051 24
19.07 £0.20 4.654 + 0.049 17
19.35+£0.20 4.587 £ 0.047 23
20.32 £ 0.20 4.370 £ 0.043 18
21.64 £ 0.20 4.106 + 0.038 23
22.80 £0.20 3.901 £ 0.034 26
23.28 £ 0.20 3.821 £ 0.033 34
25.14 £ 0.20 3.543 £ 0.028 52
25.82 £ 0.20 3.451 £ 0.026 81
26.44 £ 0.20 3.371 £ 0.025 51
27.91+£0.20 3.197 £ 0.023 17
28.19 £ 0.20 3.165 + 0.022 26
Forma Il

En otra realizacion, la base libre del Compuesto cristalino 1 comprende la
Forma cristalina Il, que se caracteriza por un pico endotérmico a (97+2) °C segun
se mide mediante calorimetria diferencial de barrido. En otra realizacion, la Forma
cristalina 1l de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por la
ausencia sustancial de eventos térmicos a temperaturas por debajo del pico
endotérmico a (97+2) °C segun se mide mediante calorimetria diferencial de
barrido. En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por un pico de difraccién de rayos X en polvo (radiacion
Ka del Cu) a uno o mas de 13.37°, 14.37°, 19.95° 0 23.92 °26. En otra realizacion,
la Forma cristalina Il de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por



un patrén de difraccién de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) sustancialmente
similar al de la FIG. 5.

En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos un pico de difraccién de rayos X en polvo
(radiacién Ka del Cu) seleccionado entre 13.37°, 14.37°, 19.95° y 23.92°20 (cada
uno +0.2 °20). En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la base libre del
Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos dos picos de difraccién de
rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionados entre 13.37°, 14.37°, 19.95°
y 23.92°208 (cada uno +0.2 °28). En otra realizacion, la Forma cristalina Il de la
base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos tres picos de
difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionados entre 13.37°,
14.37°, 19.95° y 23.92°26 (cada uno 0.2 °26).

En otra realizacion, la Forma Il se caracteriza por 1, 2, 3, 4 0 mas picos
como los tabulados mas adelante.

Picos observados para la Forma Il, XRPD archivo 613881.

"20 Espaciado d ()  Intensidad (%)
5.62 +£0.20 15.735 £ 0.581 24
12.85+0.20 6.888 + 0.108 22
12.97 £0.20 6.826 = 0.106 21
13.37 £0.20 6.622 = 0.100 100
14.37 £0.20 6.162 = 0.087 56
15.31 £0.20 5.788 £ 0.076 21
16.09 £0.20 5.507 = 0.069 23
16.45 £ 0.20 5.390 = 0.066 69
16.75 £ 0.20 5.294 + 0.064 32
16.96 £ 0.20 5.227 £ 0.062 53
19.95 +£0.20 4.450 + 0.045 39
20.22 £ 0.20 4.391 £ 0.043 20
23.18 £ 0.20 3.837 £ 0.033 38
23.92 £ 0.20 3.721 £ 0.031 41
24.40 £ 0.20 3.648 + 0.030 44
24.73 £0.20 3.600 = 0.029 22
24.99 £ 0.20 3.564 £ 0.028 50
25.12 £ 0.20 3.545 = 0.028 28
25.39 £ 0.20 3.509 = 0.027 51
25.70 £ 0.20 3.466 = 0.027 21

26.19 +0.20

3.403 + 0.026
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26.72+0.20 3.336 £ 0.025 30
27.02 +0.20 3.300 + 0.024 25
27.34 +£0.20 3.262 +0.024 23
28.44 +0.20 3.138 £ 0.022 20

En una realizacion preferida, la Forma cristalina Il se prepara a partir de una
suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en heptano, a
partir de la cual se forma la Forma cristalina Il y se filtra. Por tanto, en algunas
realizaciones, la Forma cristalina 1l comprende heptano residual (1-500 ppm). En
otra realizacion preferida, la Forma cristalina Il se prepara a partir de una
suspensién densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en agua, a partir
de la cual se forma la Forma cristalina Il y se filtra.

La Forma cristalina Il presenta varias ventajas en comparacion con la
Forma cristalina | o el Material N. Por ejemplo, la Forma cristalina 1l se puede
preparar a partir de una suspension densa que comprende la base libre del
Compuesto 1 en heptano, que es adecuada para los protocolos de buenas
practicas de fabricacion (GMP, por sus siglas en inglés). Ademas, en una
realizacion aun mas preferida, la Forma cristalina Il se puede preparar a partir de
una suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en agua o la
sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua, lo cual reduce o elimina la necesidad de
disolvente durante la recristalizacién. Por tanto, en algunas realizaciones, la Forma
cristalina Il del Compuesto 1 comprende menos de 500 ppm, 100 ppm, menos de
50 ppm o menos de 10 ppm de disolvente organico. Ademas, la Forma Il tiene
menos propension que el Material N a aglomerar al reducir su tamafio, p. €j., al
molerlo. Como tal, la Forma Il tiene una fluidez mayor que el Material N. Ciertas
ventajas ilustrativas y no limitantes de la Forma Il frente al Material N (es decir, la

Forma N) se muestran en la siguiente tabla.



DATOS/EXPERIMENTO | RESULTADOS/ESTADO

Identificar el disolvente Forma N:
adecuado para ampliar Numero limitado de disolventes adecuados
la escala en comparacion con la Forma

Se identificé el MTBE (adecuado para GMP;
disolvente de Clase lll)

Los resultados al ampliar la escala parecen

buenos

Forma II:

Més opciones de disolvente que la Forma N,
gue incluyen el H,O
El disolvente actual es el heptano (adecuado para
GMP; disolvente de la Clase IlI)

Producida en una escala de 5 kg

Tiempo de formacién mas rapido que N (se
podria traducir en un ahorro de 2-3 dias en el
tiempo de produccion)

Mejor recuperacion que N

Tamafio/Morfologia de Se observo una morfologia acicular para la
Nyll Forma N; material compuesto por particulas
pequefias y grandes

Los aglomerados son un problema para la
Forma N en comparacion con la Forma Il (se
observé menos aglomeracién con un método de

energia reducida)

Comparacion PK Las administraciones orales de las Formas N
(farmacocinética) de Ny | y Il de GBT440 a ratas generaron una exposicion

I comparable en dosis de 100 y 500 mg/kg

Material N

En otra realizacion, la base libre del Compuesto cristalino 1 comprende el
Material cristalino N, que se caracteriza por un pico endotérmico a (95+2) °C
segun se mide mediante calorimetria diferencial de barrido. Las expresiones
“Material N”, “Forma N” y “Forma N polimorfica” se utilizan de forma indiferente en
la presente. En otra realizacidon, el Material cristalino N de la base libre del

Compuesto cristalino 1 se caracteriza por la ausencia sustancial de eventos



térmicos a temperaturas por debajo del pico endotérmico a (95+2) °C segun se
mide mediante calorimetria diferencial de barrido. En otra realizacion, el Material
cristalino N de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por un pico
de difraccion de rayos X en polvo (radiacién Ka del Cu) a uno o mas de 11.65°,
11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° o 23.48 °206. En otra realizacion, el Material
cristalino N de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por un patrén
de difraccién de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) sustancialmente similar al
de la FIG. 7.

En otra realizacion, el Material cristalino N de la base libre del Compuesto
cristalino 1 se caracteriza por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacién Ka del Cu) seleccionado entre 11.65°, 11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° y
23.48 °20 (cada uno 0.2 °20). En otra realizacion, el Material cristalino N de la
base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza por al menos dos picos de
difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu) seleccionado entre 11.65°,
11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° y 23.48 °20 (cada uno £0.2 °20). En otra realizacion,
el Material cristalino N de la base libre del Compuesto cristalino 1 se caracteriza
por al menos tres picos de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka del Cu)
seleccionado entre 11.65°, 11.85°, 12.08°, 16.70°, 19.65° y 23.48 °20 (cada uno
0.2 °20).

En otra realizacién, el Material N se caracteriza por 1, 2, 3, 4 0 mas picos
como los tabulados mas adelante.

Picos observados para el Material N, XRPD archivo 615765.

20 Espaciado d ()  Intensidad (%)
5.55+0.20 15.924 + 0.595 54
11.65+£0.20 7.597 £0.132 31
11.85+0.20 7.468 £ 0.128 50
12.08 £ 0.20 7.324 £ 0.123 31
12.67 £0.20 6.987 £ 0.112 29
13.12 £ 0.20 6.748 £ 0.104 83
14.94 £ 0.20 5.929 + 0.080 34
15.19£0.20 5.832 £ 0.077 56
15.76 £0.20 5.623 £ 0.072 20
16.70 £ 0.20 5.310 £ 0.064 100
17.35+0.20 5.112 £ 0.059 52
19.65 £ 0.20 4.517 + 0.046 60
23.48 £ 0.20 3.789 = 0.032 72

23.68 £ 0.20

3.757 £ 0.032

29



25.25+0.20 3.527 £ 0.028 20
2547 +0.20 3.497 £ 0.027 20
25.70£0.20 3.466 = 0.027 85
26.04 £ 0.20 3.422 + 0.026 35
26.37 +£0.20 3.380 + 0.025 55

En algunas realizaciones, la base libre del Compuesto cristalino 1
comprende el Material cristalino N y menos de un 25% molar, un 10% molar o un
5% molar de las Formas cristalinas | o 1, o formas amorfas del Compuesto 1.

En otra realizacion, el Material cristalino N se prepara a partir de una
suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en éter tert-butil
metilico (MTBE), a partir de la cual se forma el Material cristalino N y se filtra. Por
tanto, en algunas realizaciones, el Material cristalino N comprende MTBE residual
(1-500 ppm).

El Material cristalino N presenta varias ventajas en comparacion con las
Formas cristalinas | o Il. Por ejemplo, el Material cristalino N se puede preparar a
partir de una suspension densa que comprende la base libre del Compuesto 1 en
MTBE, que es adecuada para los protocolos de buenas practicas de fabricacion
(GMP, por sus siglas en inglés).

En algunas realizaciones, las formas de ansolvatos cristalinas son estables
en contacto con agua, heptano, éter isopropilico (IPE), MTBE y tolueno, y otros
disolventes de este tipo.

En una de sus realizaciones referentes a métodos, esta invencién
proporciona un método para preparar la base libre cristalina sélida del Compuesto
1 que comprende, p. €j., la Forma |, la Forma Il y/o el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para incrementar la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina S en un
sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina del Compuesto 1,
gue comprende, p. €j., la Forma |, la Forma Il y/o el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para tratar la deficiencia de oxigeno asociada con la anemia
drepanocitica en un sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto
gue lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina
del Compuesto 1, que comprende, p. €j., la Forma I, la Forma Il y/o el Material N.

En todos estos tratamientos, la cantidad eficaz de la base libre del
Compuesto 1, que comprende, p. €j., la Forma I, la Forma Il y/o el Material N, para
el paciente tratado ya se ha descrito en la técnica.
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Solvatos

Esta invencion surge en parte del descubrimiento de que los polimorfos de
ansolvatos de la base libre del Compuesto 1 forman polimorfos de solvatos con
diversidad de disolventes, preferentemente diferentes de ciertos disolventes
hidrocarbonados, agua y éteres.

También se contempla el uso de solvatos de la base libre cristalina del
Compuesto 1 (p. €., de acetona, acetonitrilo, diclorometano, dioxano, etanol,
acetato de etilo, alcohol isopropilico, cetona etil metilica (MEK) y tetrahidrofurano),
p. €j., como intermedios para regenerar el ansolvato cristalino de la base libre del
Compuesto 1. Tales métodos pueden incluir, sin caracter limitante, someter el
solvato a condiciones de vacio; y/o generar una sal y desproporcionarla en agua
para formar el ansolvato; y/o suspender o lavar el solvato con un disolvente menos
propenso a formar solvatos tales como heptano, éter diisopropilico (IPE), éter tert-
butil metilico (MTBE) y tolueno.

En una de sus realizaciones referentes a métodos, esta invencion
proporciona un método para preparar las formas cristalinas solvatadas que se
proporcionan en la presente.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para incrementar la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina S en un
sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas de las formas cristalinas
solvatadas que se proporcionan en la presente.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para tratar la deficiencia de oxigeno asociada con la anemia
drepanocitica en un sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto
gue lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas de las formas
cristalinas solvatadas que se proporcionan en la presente.

En todos estos tratamientos, la cantidad eficaz de la base libre del
Compuesto 1 para el paciente tratado ya se ha descrito en la técnica.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un perfil de XRPD de la sal clorhidrica cristalina antes
(superior) y después (inferior) de suspenderla durante 5 minutos en agua.

La FIG. 2 es un perfil de XRPD de la Forma | (superior), la Forma Il
(intermedia), y el Material cristalino N (inferior) de la base libre.

La FIG. 3 es un perfil de XRPD vy la indexacién contemplada para la Forma |
de la base libre.

La FIG. 4 es una caracterizacion térmica de la Forma | de la base libre.
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La FIG. 5 es un perfil de XRPD vy la indexacion contemplada para la Forma
Il de la base libre.

La FIG. 6 es una caracterizacion térmica de la Forma Il de la base libre.

La FIG. 7 es un perfil de XRPD del Material cristalino N de la base libre.

La FIG. 8 es una caracterizacion térmica del Material cristalino N de la base
libre.

La FIG. 9 representa un diagrama de energia-temperatura entre las Formas
[, 1I'y el Material cristalino N de la base libre. Las isobaras de entalpia (H) y
energia libre (G) de cada forma se representan como una funcion de la
temperatura. AHs es el calor de fusidon; T es la temperatura de transicion; m es la
temperatura de fusién; los superindices I, Il y N se refieren a los polimorfos. *En
las condiciones de ensayo, no se disponia de suficiente informacién para
representar graficamente la isobara de energia libre de la Forma | por debajo de 6
°C y por encima de la temperatura de transicion estimada TV'"; la isobara
probablemente se interseca con G, a una temperatura inferior a m", lo cual ofrece
la posibilidad de que la Forma | pueda ser enantiotropica respecto a la Forma Il
(en la que T™" aparece por debajo de 6 °C) y/o el Material cristalino N (en el que T"
N aparece por debajo de T o TV aparece por encima de T, pero no ambos
casos). Las isobaras de energia libre solamente se pueden intersecar entre si una
vez.

La FIG. 10 representa los espectros de RMN de **C en estado sélido de las
Formas | (superior), 1l (intermedia) y el Material N (superior) de la base libre. La
Forma | contiene una molécula por unidad asimétrica. EI Material N contiene
cuatro moléculas por unidad asimétrica. Tal como se observa en los espectros de
RMN de 3C en estado sélido, las Formas Il y N no experimentaron transicién por
encima de 250 K-340 K. Los desplazamientos quimicos varian ligeramente con la
temperatura (esto no se ilustra graficamente).

La FIG. 11 representa los espectros de RMN de **N en estado sélido de las
Formas | (superior), Il (intermedia) y el Material N (superior) de la base libre.

La FIG. 12 representa una curva de calorimetria diferencial de barrido
(DSC, por sus siglas en inglés) del Material N de la base libre.

La FIG. 13 representa una curva de DSC de la Forma Il de la base libre.

La FIG. 14 representa una curva de DSC de la Forma | de la base libre.

La FIG. 15 representa un perfil de XRPD de experimentos de maduracion
para la base libre del Compuesto 1 a varias temperaturas.

La FIG. 16 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material E

solvatado.
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La FIG. 17 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material F
solvatado.

La FIG. 18 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material G
solvatado.

La FIG. 19 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material H
solvatado.

La FIG. 20 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material J
solvatado.

La FIG. 21 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material K
solvatado.

La FIG. 22 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material L
solvatado.

La FIG. 23 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material M
solvatado.

La FIG. 24 representa un perfil de XRPD contemplado para el Material O
solvatado.

La FIG. 25 representa una comparacion de los perfiles de XRPD de
solvatos isoestructurales contemplados de la base libre del Compuesto 1. Desde
la parte superior a la inferior: Material E a partir de acetona; Material F a partir de
ACN; Material G a partir de DCM; Material H a partir de dioxano; Material J a partir
de EtOH; Material K a partir de IPA/agua (también obtenido a partir de IPA); y
Material L a partir de THF, Material M a partir de MEK.

Descripcion detallada

Tal como se ha indicado anteriormente, esta invencién se refiere, en parte,
a una base libre estable del Compuesto 1y, en patrticular, a la Forma I, la Forma Il
o el Material N de la base libre. Sin embargo, antes de discutir esta invencion mas
detalladamente, se definiran los siguientes términos.

Definiciones

Los siguientes términos, tal como se utilizan en la presente, tienen los
siguientes significados.

Las formas en singular “un”, “una”, “el” y “la” y similares incluyen los
referentes en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por
tanto, por ejemplo, la referencia a “un compuesto” incluye tanto un Unico
compuesto como una pluralidad de compuestos diferentes.

El término “aproximadamente”, cuando se utiliza precediendo a una

designacion numérica, p. ej., temperatura, tiempo, cantidad y concentracion,
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incluido un rango, indica aproximaciones que podran variar en + un 10%, 5% o
1%.

El término “administracién” se refiere a la introduccion de un agente en un
paciente. Se puede administrar una cantidad terapéutica, la cual puede ser
determinada por el médico responsable del tratamiento o profesional similar. Se
prefiere una via de administracion oral. Los términos y frases relacionados
“administrar” y “administracion de”, cuando se utilizan en relacibn con un
compuesto (y equivalentes gramaticales) se refieren tanto a la administracion
directa, que puede ser la administracion a un paciente por parte de un profesional
médico o la autoadministracion por parte del paciente, y/o a la administracion
indirecta, que puede ser el acto de recetar un farmaco. Por ejemplo, un médico
que indica a un paciente que debe autoadministrarse un farmaco y/o que
proporciona una receta de un farmaco a un paciente estd administrando el
farmaco al paciente. En cualquier caso, la administracién supone el suministro del
farmaco al paciente.

El “ansolvato cristalino” del Compuesto 1 es una forma sdlida cristalina de
la base libre de 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-
illmetoxi)benzaldehido, tal como, p. ej., la Forma cristalina |, Forma Il o el Material
N tal como se describen en la presente. Cada una de las redes cristalinas de la
Forma I, Forma Il o el Material N estd sustancialmente exenta de disolventes de
cristalizacion. Sin embargo, cualquier disolvente que esté presente no esta
incluido en la red cristalina y estara distribuido aleatoriamente en el exterior de la
red cristalina. Por tanto, los cristales de la Forma I, Forma Il o el Material N en su
mayor parte pueden contener, en el exterior de la red cristalina, cantidades
pequefias de uno o mas disolventes, tales como los disolventes empleados en su
sintesis o cristalizacién. Las expresiones “sustancialmente exenta de” vy
“‘cantidades pequenas”, tal como se utilizan anteriormente, se refieren a una
presencia de disolventes preferentemente menor de 10 000 partes por millon
(ppm) 0 mas preferentemente menor de 500 ppm.

El “solvato cristalino” del Compuesto 1 es una forma solida cristalina de la
base libre de 2-hidroxi-6-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-
illmetoxi)benzaldehido, en la que las redes cristalinas comprenden uno o mas
disolventes de cristalizacion.

El término “caracterizacion” se refiere a obtener datos que se pueden
utilizar para identificar una forma solida de un compuesto, por ejemplo, para
identificar si la forma sélida es amorfa o cristalina, y si estd solvatada o no. El

proceso mediante el cual se caracterizan tales formas sélidas implica el andlisis de
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los datos recogidos sobre las formas polimérficas para que de este modo un
experto en la técnica pueda distinguir una forma solida de otras formas sélidas que
contienen el mismo material. La identidad quimica de las formas solidas
normalmente se puede determinar mediante técnicas en estado de solucion tales
como *C RMN o *H RMN. Aunque estas técnicas pueden ayudar a identificar un
material y una molécula de disolvente para un solvato, tales técnicas en estado de
solucién puede que no sean capaces por si solas de proporcionar informacién
sobre el estado sélido. Sin embargo, existen técnicas analiticas en estado sélido
gue se pueden utilizar para proporcionar informacion sobre la estructura en estado
sélido y diferenciar entre formas sélidas polimérficas, tales como la difraccion de
rayos X de un monocristal, difraccion de rayos X en polvo (XRPD, por sus siglas
en inglés), resonancia magnética nuclear en estado sélido (SS-RMN), y
espectroscopia infrarroja y Raman, y técnicas térmicas tales como la calorimetria
diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés), **C-RMN en estado sélido,
termogravimetria (TG), punto de fusién y microscopia en platina de calentamiento.

Para “caracterizar” una forma soélida de un compuesto, se puede, por
ejemplo, recopilar datos de XRPD sobre las formas soélidas de los compuestos y
comparar los picos de XRPD de las formas. Por ejemplo, cuando se comparan
solamente tres formas sélidas, p. €j., las Formas | y 1l y el Material N, y el patrén
de la Forma | muestra un pico a un angulo en el que no aparecen picos en el
patrén de la Forma Il ni del Material N, entonces ese pico de ese compuesto
diferencia la Forma | de la Forma Il y del Material N, y ademas sirve para
caracterizar la Forma |. Por ejemplo, la recopilacion de picos que diferencian la
Forma | de las otras formas conocidas es una recopilacion de picos que se pueden
utilizar para caracterizar la Forma |. Los expertos en la técnica reconoceran que
normalmente existen diversos modos, que incluyen diversos modos que utilizan la
misma técnica analitica, para caracterizar las formas soélidas. También se podrian
utilizar picos adicionales, pero no son necesarios, para caracterizar la forma hasta
obtener y con la inclusién de un patrén de difraccion completo. Aungue todos los
picos dentro de un patron de XRPD completo se puedan utilizar para caracterizar
una forma de este tipo, se puede utilizar y normalmente se utiliza un subconjunto
de datos para caracterizar la forma.

Un patron de XRPD es un grafico x-y con un angulo de difraccion
(normalmente ° 20) en el eje de las x y la intensidad en el eje de las y. Los picos
dentro de este patron se pueden utilizar para caracterizar una forma sélida
cristalina. Al igual que con cualquier medicion de datos, existe variabilidad en los
datos de XRPD. Los datos normalmente se representan Unicamente utilizando el



15

angulo de difraccion de los picos en vez de incluyendo la intensidad de los picos,
ya que la intensidad de los picos puede ser particularmente sensible a la
preparacion de la muestra (por ejemplo, los efectos del tamafio de particula, el
contenido de humedad, el contenido de disolvente y la orientacion preferida
afectan a la sensibilidad), de modo que muestras del mismo material preparadas
en condiciones diferentes pueden proporcionar patrones ligeramente diferentes;
esta variabilidad suele ser mayor que la variabilidad en los &ngulos de difraccion.
La variabilidad en los angulos de difraccion también puede ser sensible a la
preparacion de la muestra. Otras fuentes de variabilidad provienen de los
parametros del instrumento y del procesamiento de los datos de rayos X sin
procesar: unos instrumentos de rayos X que sean diferentes operan utilizando
pardmetros diferentes y esto puede generar patrones de XRPD ligeramente
diferentes para la misma forma sdlida, y de forma analoga, unos paquetes
informaticos que sean diferentes procesan los datos de rayos X de forma diferente
y esto también genera variabilidad. Los expertos en las técnicas farmacéuticas
estaran familiarizados con estas y otras fuentes de variabilidad. Debido a tales
fuentes de variabilidad, es habitual asignar una variabilidad de +0.2° 26 a los
angulos de difraccién en los patrones de XRPD.

Se pretende que las expresiones “que comprende” o “comprende”
signifiguen que los métodos incluyen los elementos nombrados, pero no excluyen
otros. La expresion “constituido esencialmente por”, cuando se utiliza para definir
métodos, significara que se excluyen otros elementos de alguna significacion
esencial para la combinacién con el fin mencionado. La expresion “constituido por”
significara que se excluyen los elementos en cantidades superiores a trazas de
otros ingredientes y pasos metodolégicos sustanciales. Las realizaciones definidas
por cada una de estas expresiones de transicion quedan comprendidas dentro del
alcance de esta invencion.

La Forma Il y el Material N son enantiotrépicos a una temperatura de
transicion (de aproximadamente 42 °C). Por debajo de esta temperatura de
transicion, el Material N de la base libre del Compuesto 1 es la forma mas estable
termodinamicamente en comparacion con las Formas | y Il. Por encima de esta
temperatura de transicion, la Forma Il de la base libre del Compuesto 1 es la forma
mas estable termodinamicamente en comparacion con la Forma | y el Material N.

La expresion “temperatura ambiente” se refiere a (22+5) °C.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad terapéutica” se
refiere a una cantidad de un farmaco o un agente que cuando se administra a un

paciente que padece una afeccion, ejercera el efecto terapéutico deseado, p. €j.,
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aliviar, mitigar, paliar o eliminar una o mas manifestaciones de la afeccion en el
paciente. La cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto y la
afeccidn que se esté tratando, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la
afeccién, la composicion o el excipiente particular que se haya elegido, la pauta
posolégica que se vaya a seguir, el periodo de administracion, la forma de
administracion y factores similares, todos los cuales puede determinar facilmente
un experto en la técnica. El efecto terapéutico completo no ocurre necesariamente
mediante la administracion de una dosis y puede que ocurra Unicamente después
de administrar una serie de dosis. Por tanto, se puede administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz en una o mas administraciones. Por ejemplo, y sin
caracter limitante, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, en el
contexto del tratamiento de trastornos relacionados con la hemoglobina S, se
refiere a una cantidad del agente que alivia, mitiga, palia o elimina una o mas
manifestaciones de los trastornos relacionados con la hemoglobina S en el
paciente.

Las expresiones “tratamiento”, “que trata” y “tratar” se definen como actuar
sobre una enfermedad, trastorno o afecciéon con un agente para reducir o mitigar
los efectos perjudiciales u otros efectos no deseados de la enfermedad, trastorno
o afeccion, y/o sus sintomas. El tratamiento, tal como se utiliza en la presente,
abarca el tratamiento de un paciente humano e incluye: (a) reducir el riesgo de
aparicion de la afeccibn en un paciente que se ha determinado que esta
predispuesto a la enfermedad pero al que no se le ha diagnosticado aun que
padece la afeccion (b) impedir el desarrollo de la afeccion y/o (c) aplacar la
afeccién, es decir, provocar la regresiéon de la afeccién y/o aplacar uno 0 mas
sintomas de la afeccion. A efectos de esta invencion, los resultados beneficiosos o
clinicos deseados incluyen, sin caracter limitante, una mejora de multiples linajes
hematologicos, una reduccion del numero de transfusiones sanguineas
requeridas, una reduccion de las infecciones, menos hemorragias y efectos
similares.

Identificacion de las Formas |, Il y el Material N

Cuando la sal clorhidrica del Compuesto 1 se sometié a varias condiciones
de estrés, se observd la desproporcionacion de la sal clorhidrica en agua para
generar la base libre. Se identificaron al menos tres formas cristalinas anhidras de
la base libre, denominadas Formas I, Il y Material N de la base libre. Se descubri6
gue generalmente primero tiene lugar la nucleacion de la Forma | de la base libre y
gue la prolongacion del tiempo en suspension densa induce la transformacion de

la Forma | de la base libre en la Forma Il de la base libre, una fase
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termodinamicamente mas estable en comparacion con la Forma |I. También se
descubrié que el Material N de la base libre parece ser la forma mas estable, en
comparacion con las Formas | y Il, a temperatura ambiente. EI material N de la
base libre se comprob6 que era enantiotrépicamente activo respecto a la Forma Il
y se transformard de forma reversible a una temperatura de transicién especifica
(que se estim6 en la presente que era proxima a 42 °C). Por encima de la
temperatura de transicion, la Forma Il de la base libre parece ser la forma mas
estable, en comparacién con la Forma | y el Material N.

Basandose en parte en los datos de resonancia magnética nuclear en
estado sdlido, las tres formas son cristalinas y son formas polimorficas diferentes.
Remitase a las FIGS 10 y 11. La Forma | contiene una molécula por unidad
asimétrica, la Forma Il contiene dos moléculas por unidad asimétrica y la Forma N
contiene cuatro moléculas por unidad asimétrica. Remitase a los espectros de °N
de la FIG. 11.

Ansolvatos de las Formas |, Il y el Material N

En una realizacion, esta invencion proporciona el ansolvato cristalino de la
base libre del Compuesto 1. El ansolvato cristalino de la base libre del Compuesto
1 puede incluir uno o mas de los polimorfos de la Forma I, la Forma Il y/o el
Material N. En algunas realizaciones, el ansolvato cristalino de la base libre del
Compuesto 1 puede incluir el polimorfo de la Forma Il. Preferentemente, el
ansolvato cristalino de la base libre del Compuesto 1 puede incluir los polimorfos
de la Forma Il y/o el Material N. M&s preferentemente, el ansolvato cristalino de la
base libre del Compuesto 1 puede incluir el polimorfo del Material N. Aiun mas
preferentemente, el ansolvato cristalino de la base libre del Compuesto 1 esta
sustancialmente exento de un polimorfo solvatado de la base libre del Compuesto
1. Incluso aun mas preferentemente, el ansolvato cristalino de la base libre del
Compuesto 1 esta sustancialmente exento de otros polimorfos de ansolvatos de la
base libre del Compuesto 1. La expresion “sustancialmente exento” de un
componente, tal como se utiliza en la presente se refiere a que contiene hasta
aproximadamente un 5%, mas preferentemente aproximadamente un 3% y aun
mas preferentemente aproximadamente un 1% de dicho componente. El término
“solvato”, tal como se utiliza en la presente, incluye ademas una forma hidratada.

Solvatos del Compuesto 1

En un aspecto, se proporciona un solvato cristalino del Compuesto 1:
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Compuesto 1

En algunas realizaciones, el solvato cristalino esta sustancialmente exento
de un polimorfo ansolvatado del Compuesto 1.

Muchos de los experimentos de solubilidad y cribado con la base libre del
Compuesto 1 resultaron en la precipitacion de solidos caracterizados como una
formacién de solvatos con algunos disolventes. En tales condiciones, no se
observaron solvatos de la base libre del Compuesto 1 con cuatro disolventes que
incluian heptano, éter diisopropilico (IPE), éter tert-metil butilico (MTBE) y tolueno.
Se observaron solvatos de la base libre del Compuesto 1 en nueve disolventes
que incluian acetona (Material E), acetonitrilo (Material F), diclorometano (Material
G), dioxano (Material H), etanol (Material J), alcohol isopropilico o una mezcla de
agua y alcohol isopropilico (Material K), tetrahidrofurano (Material L), cetona etil
metilica “MEK” (Material M), acetato de etilo (Material O) y sulféxido de dimetilo
“‘DMSO” (Material P). La mayoria de los solvatos (es decir, los Materiales E-H, J-
M, O y P) se contempla que son isoestructurales. En algunas realizaciones, el
solvato cristalino incluye uno o mas de entre el Material E, Material F, Material G,
Material H, Material J, Material K, Material L, Material M, Material O o Material P.

El Material E se puede caracterizar por al menos un pico de difraccion de
rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu) seleccionado entre 8.69, 11.73, 12.10,
15.26, 16.11, 17.45, 22.39, 2255 y 23.70 + 0.20. El Material F se puede
caracterizar por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacién Ka
de Cu) seleccionado entre 8.47, 8.81, 12.75, 13.17, 14.92, 15.63, 17.01, 23.73 y
24.07 + 0.20. El Material G se puede caracterizar por al menos un pico de
difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu) seleccionado entre 8.47,
11.45, 12.62, 14.66, 15.69, 17.01, 18.47, 20.32, 22.61, 23.08, 23.43 y 23.70 +
0.20. El Material H se puede caracterizar por al menos un pico de difraccién de
rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu) seleccionado entre 8.61, 11.67, 15.33,
16.28, 17.28, 22.58, 23.51 y 25.77 + 0.20. El Material J se puede caracterizar por
al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu)
seleccionado entre 8.52, 8.88, 12.79, 15.04, 15.61, 17.11, 22.81, 23.87, 24.17,
24.62 y 26.44 + 0.20. El Material K se puede caracterizar por al menos un pico de
difraccién de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu) seleccionado entre 8.52, 8.83,
11.35, 15.04, 15.74, 17.11, 23.46, 23.58, 24.08 y 25.99 + 0.20. El Material L se
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puede caracterizar por al menos un pico de difraccion de rayos X en polvo
(radiacién Ka de Cu) seleccionado entre 8.61, 8.78, 11.67, 14.94, 15.28, 16.14,
17.30, 22.75, 23.71 y 26.05 £ 0.20; y el Material M se puede caracterizar por al
menos un pico de difraccion de rayos X en polvo (radiacion Ka de Cu)
seleccionado entre 7.74, 10.05, 12.82, 15.33, 16.80, 20.82, 21.14, 25.80 y 26.97 +
0.20.

Los solvatos (tales como de acetona, acetonitrilo, diclorometano, dioxano,
etanol, acetato de etilo, alcohol isopropilico, MEK, tetrahidrofurano o DMSO) se
podrian utilizar, p. €j.,, como intermedios para regenerar el ansolvato cristalino de
la base libre del Compuesto 1 mediante varios métodos que incluyen someter el
solvato a condiciones de vacio; y/o regenerar la sal clorhidrica y desproporcionar
el HCI; y/o lavar el solvato con un disolvente menos propenso a la formacién de
solvatos tal como heptano, éter diisopropilico (IPE), éter tert-metil butilico (MTBE)
y tolueno.

Tabla 1. Datos relacionados con solvatos de la base libre del Compuesto 1

NUmero
_ Volumen
Disolvente de )
Volumen | estimado Resultado
o de 3 unidades )

Identificador ) ~ |A’lcelda por unidad|de la

cristalizacio de ) .

de féormula* |indexacion
n formula 3
(A%
por celda

Material E acetona 968 2 484 FIG1
Material F ACN 947 2 473 FIG 2
Material G DCM 959 2 480 FIG 3
Material H dioxano 977 2 488 FIG 4
Material J EtOH 943 2 472 FIG5
Material K IPA 963 2 481 FIG 6
Material L THF 972 2 486 FIG7
Material M MEK 3956 8 494 FIG 8
Material O EtOAcC - - - FIG9
Material P** DMSO - - - -

* El valor se obtiene dividiendo el volumen de la celda, derivado de la
solucion de indexacion tentativa, entre el volumen de unidades de férmula dentro
de la celda. ** El Material P se observdé como una mezcla con un “sulfato de la
Forma I”.

A continuacién se tabulan ciertos picos contemplados de los diferentes
solvatos proporcionados en la presente. Ciertos picos, que son preferentemente
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picos a un angulo bajo, que no se solapan y con una intensidad fuerte, no se
identificaron. Los picos se determinaron hasta el punto en que se desconocia el
estado de orientacion preferida en las muestras.
Tabla 2. Picos observados para el Material E.
20 Espaciado d (A)  Intensidad (%)

8.41+0.20 10.517 + 0.256 13
8.69 + 0.20 10.174 +0.239 100
11.73+0.20 7.543 +0.130 17
12.10 £ 0.20 7.314 £ 0.122 20
13.00 +0.20 6.809 + 0.106 15
14.02 + 0.20 6.316 + 0.091 5
14.77 £0.20 5.996 + 0.082 16
15.26 £0.20 5.807 £0.077 34
15.81 +0.20 5.605 + 0.071 7
16.11 +0.20 5.501 + 0.069 20
16.48 £ 0.20 5.379 = 0.066 11
16.65 £ 0.20 5.326 + 0.064 11
16.88 + 0.20 5.253 + 0.063 3
17.26 + 0.20 5.136 + 0.060

17.45+0.20 5.083 = 0.058 32
20.02 £0.20 4.435 + 0.044 2
20.92 +0.20 4.246 £ 0.041 13
21.91+0.20 4.057 £ 0.037 20
22.39+0.20 3.970 £ 0.035 49
22.55+0.20 3.944 + 0.035 37
22.81+0.20 3.898 + 0.034 16
23.36 £ 0.20 3.807 £ 0.032 12
23.70+0.20 3.755 +0.032 61
24.37 +0.20 3.653 = 0.030 12
24.85+0.20 3.583 + 0.029 5
25.42 +0.20 3.504 + 0.027

25.89+0.20 3.442 + 0.026 8
26.19 +0.20 3.403 = 0.026 40
26.97 £0.20 3.306 + 0.024 3
27.61+0.20 3.231 £ 0.023 16
28.24 +0.20 3.160 + 0.022

28.48 +0.20 3.134 £ 0.022 5



28.69 + 0.20
29.83 +0.20

Tabla 3. Picos observados para el Material F.
Espaciado d (A)

20

8.47 +0.20

8.81+£0.20

11.42 £ 0.20
12.75 +0.20
13.17 +0.20
13.87 £0.20
14.61 £0.20
14.92 +0.20
15.51 +0.20
15.63 £0.20
15.96 £ 0.20
17.01 +0.20
17.26 + 0.20
17.70 £0.20
18.17 £ 0.20
18.79 +0.20
19.35+0.20
19.49 £ 0.20
20.02 £ 0.20
20.29 +£0.20
21.06 +£0.20
21.33+0.20
22.71+0.20
23.11+0.20
23.73+0.20
24.07 £0.20
24.65 +0.20
24.95+0.20
25.20+0.20
25.69 +0.20
26.52 +0.20

21

3.111 £ 0.021
2.995 + 0.020

10.434 + 0.252
10.039 +£0.233
7.752 +0.138
6.942 + 0.110
6.723 £ 0.103
6.384 + 0.093
6.064 + 0.084
5.936 + 0.080
5.713+0.074
5.671 +0.073
5.553 +0.070
5.212 + 0.062
5.136 + 0.060
5.011 + 0.057
4.883 + 0.054
4.724 £ 0.050
4.587 £ 0.047
4.555 + 0.047
4.435 + 0.044
4.377 £0.043
4.219 £ 0.040
4.167 + 0.039
3.915 +0.034
3.848 + 0.033
3.749 £ 0.031
3.698 £ 0.031
3.612 +0.029
3.569 =+ 0.028
3.534 £ 0.028
3.468 + 0.027
3.361 + 0.025

Intensidad (%)
100
49
15
27
21
7
13
43
24
43
15
31

11

27
15
42
59
87

15
61



26.79 +£0.20
27.02 +0.20

Tabla 4. Picos observados para el Material G.
Espaciado d (A)

20

8.47 +0.20

8.76 + 0.20

11.45+0.20
12.62 £ 0.20
13.09 +0.20
13.87 +0.20
14.66 £ 0.20
14.92 £0.20
15.33+0.20
15.69 + 0.20
16.01 £0.20
16.76 £ 0.20
17.01 +0.20
17.50 +0.20
17.60 £ 0.20
18.13 +£0.20
18.47 +0.20
19.55 +0.20
20.01 £0.20
20.32+0.20
21.11+0.20
22.61+0.20
22.88 +0.20
23.08 £0.20
23.43+0.20
23.70 £0.20
2412 +0.20
24.42 +0.20
25.05+0.20
25.40 £0.20
26.36 + 0.20
26.57 +£0.20

22

3.328 £ 0.025
3.300 + 0.024

10.434 + 0.252
10.096 + 0.235
7.729 £ 0.137
7.015 +0.113
6.765 + 0.105
6.384 + 0.093
6.044 + 0.083
5.936 + 0.080
5.782 £ 0.076
5.647 £ 0.072
5.536 £ 0.070
5.289 + 0.063
5.212 + 0.062
5.068 + 0.058
5.040 = 0.057
4.892 + 0.054
4.804 + 0.052
4.540 + 0.046
4.439 + 0.044
4.370 + 0.043
4.209 £ 0.040
3.932 £ 0.035
3.887 +0.034
3.854 +0.033
3.797 £ 0.032
3.755 + 0.032
3.690 = 0.030
3.646 + 0.030
3.555 +0.028
3.506 = 0.027
3.382 £ 0.025
3.355 £ 0.025

10

Intensidad (%)
45
12
76
36
10
5
39
26
7
88
8
15
29

20
15
42

28
56
48
13
100

26
50



26.82 +0.20
27.07 +£0.20

Tabla 5. Picos observados para el Material H.
Espaciado d (A)

20
8.61+0.20
8.81+0.20
11.67 £0.20
12.10 £ 0.20
12.79 +0.20
14.56 + 0.20
14.87 £ 0.20
15.33+£0.20
15.76 + 0.20
16.28 + 0.20
16.73 £0.20
17.28 £0.20
17.68 +0.20
20.47 +£0.20
21.38 £0.20
21.83+0.20
22.23+0.20
22.58 +0.20
22.95+0.20
23.11+0.20
23.51+0.20
24.37 +£0.20
24.65 +0.20
25.77 £0.20
26.67 +£0.20
26.97 £0.20
27.66 +0.20
28.11 +0.20
28.61 +0.20
28.96 +0.20
29.23+0.20
29.63 +£0.20

23

3.324 £ 0.025
3.294 + 0.024

10.273 + 0.244
10.039 + 0.233
7.586 +0.132
7.314 £ 0.122
6.924 + 0.110
6.085 + 0.084
5.956 + 0.081
5.782 +0.076
5.623 £ 0.072
5.445 + 0.067
5.299 + 0.064
5.132 + 0.060
5.016 + 0.057
4.338 £ 0.042
4.157 + 0.039
4.072 + 0.037
3.999 + 0.036
3.938 £ 0.035
3.876 + 0.034
3.848 + 0.033
3.783 £ 0.032
3.653 £ 0.030
3.612 +0.029
3.457 £ 0.027
3.342 £ 0.025
3.306 + 0.024
3.225 +0.023
3.174 £ 0.022
3.120 £ 0.022
3.083 £0.021
3.055 £ 0.021
3.015 + 0.020

27
10

Intensidad (%)
48
20
32
11

22
42
18
51

61

12

100

wWw w o b~ wWw O N



Tabla 6. Picos observados para el Material J.
Espaciado d (A)
10.373 £ 0.249

"20
8.52+0.20
8.88 + 0.20
11.33+0.20
12.79 +0.20
13.12 £ 0.20
13.94 £ 0.20
14.47 +0.20
15.04 +0.20
15.61 +£0.20
15.84 £ 0.20
17.11 +0.20
17.40 +0.20
17.82 +£0.20
18.12 £ 0.20
18.90 +0.20
19.39 +0.20
19.62 £ 0.20
20.16 £ 0.20
20.96 +0.20
22.81+0.20
23.15+0.20
23.28 £0.20
23.87 +£0.20
24.17 £ 0.20
24.62 +0.20
25.20+0.20
25.77 £0.20
26.44 +0.20
26.71 +0.20
27.21+0.20

24

9.964 + 0.229
7.809 + 0.140
6.924 + 0.110
6.748 + 0.104
6.354 + 0.092
6.120 + 0.085
5.890 + 0.079
5.677 £0.073
5.594 +0.071
5.181 + 0.061
5.097 + 0.059
4.979 + 0.056
4.897 + 0.054
4.695 + 0.050
4.579 £ 0.047
4.525 + 0.046
4.406 + 0.044
4.239 £ 0.040
3.898 + 0.034
3.843 +0.033
3.821 +0.033
3.729 £ 0.031
3.683 + 0.030
3.616 + 0.029
3.534 +0.028
3.457 £ 0.027
3.371 £ 0.025
3.338 £ 0.025
3.278 £ 0.024

Intensidad (%)
100
39
22
25
24
4
14
42
56
16
33
4

12
27

34
52
95

13
70
10

Tabla 7. Picos observados para GBT000440, Material K.

"20
8.52+0.20

Espaciado d (A)
10.373 £ 0.249

Intensidad (%)
75
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8.83+0.20 10.020 £ 0.232 33
11.35+£0.20 7.797 £0.139 29
12.52 £ 0.20 7.071+0.114 21
12.90 £ 0.20 6.861 + 0.108 24
13.92 £ 0.20 6.361 + 0.092 4
14.49 £ 0.20 6.113 £ 0.085 18
15.04 £ 0.20 5.890 + 0.079 41
15.34 £ 0.20 5.775 £ 0.076 17
15.74 £ 0.20 5.629 £ 0.072 57
15.93 £ 0.20 5.564 + 0.070 13
16.61 £ 0.20 5.336 £ 0.065 7
17.11 £0.20 5.181 + 0.061 33
17.70 £ 0.20 5.011 £ 0.057
18.00 £ 0.20 4.928 + 0.055 4
18.38 £ 0.20 4.826 + 0.053 13
19.04 £ 0.20 4.662 + 0.049
19.74 £ 0.20 4.498 + 0.046
20.21 £0.20 4.395 + 0.043 11
20.99 £ 0.20 4.232 +0.040 12
22.70 £ 0.20 3.918 £ 0.034 22
22.90 £ 0.20 3.884 + 0.034 17
23.46 £ 0.20 3.791 £ 0.032 45
23.58 £ 0.20 3.773 £0.032 70
24.08 £ 0.20 3.695 + 0.030 100
24.75 £ 0.20 3.597 £ 0.029 6
25.19 £ 0.20 3.536 + 0.028 21
25.99 £ 0.20 3.429 £ 0.026 71
26.71 £ 0.20 3.338 £ 0.025 11
27.36 £ 0.20 3.260 + 0.024
28.11 £ 0.20 3.174 £ 0.022 4
28.69 £ 0.20 3.111 £ 0.021
Tabla 8. Picos observados para el Material L.

20 Espaciado d ()  Intensidad (%)
8.61+0.20 10.273+0.244 79
8.78£0.20 10.077 £0.235 38

11.67 +0.20 7.586 +0.132 35



12.17 +0.20
12.94 +0.20
14.07 £ 0.20
14.62 £ 0.20
14.94 +0.20
15.28 + 0.20
15.93 +0.20
16.14 £ 0.20
16.33 £0.20
16.70 + 0.20
16.85 +0.20
17.30 £ 0.20
17.63 £0.20
18.37 +0.20
20.14 +£0.20
20.59+0.20
21.53+0.20
22.01+0.20
22.44 +0.20
22.75+0.20
23.10+0.20
23.31+0.20
23.48 +0.20
23.71+0.20
24.48 +0.20
24.70 £ 0.20
2493 +£0.20
25.59+0.20
25.72+0.20
26.05+0.20
26.59 +0.20
27.14 +0.20
27.83+0.20
28.38 £0.20
28.78 £0.20
29.05+0.20
29.36 £ 0.20

7.274 +0.121
6.844 + 0.107
6.293 = 0.090
6.057 +0.084
5.929 + 0.080
5.800 + 0.076
5.564 + 0.070
5.490 = 0.068
5.429 + 0.067
5.310 + 0.064
5.263 + 0.063
5.127 + 0.060
5.030 + 0.057
4.830 + 0.053
4.409 + 0.044
4.314 +0.042
4.128 + 0.038
4.038 + 0.037
3.961 £ 0.035
3.910 £ 0.034
3.851 +0.033
3.816 + 0.033
3.789 + 0.032
3.752 +0.031
3.636 + 0.029
3.604 + 0.029
3.571 £0.028
3.482 +0.027
3.464 +0.027
3.420 + 0.026
3.352 £ 0.025
3.286 +0.024
3.206 +0.023
3.145 + 0.022
3.102 +0.021
3.074 + 0.021
3.042 £ 0.020

26

19
14

25
50
18
49

14
11

27
72
20
19
12
100
20

wWw b~ 0O W 00 00 O



Tabla 9. Picos observados para el Material M.
Espaciado d (A)

"20

7.74 £0.20

8.34 +0.20

10.05 +0.20
12.82 + 0.20
13.05+0.20
14.17 £ 0.20
14.54 +0.20
14.99 +0.20
15.33+£0.20
15.53 +£0.20
16.80 + 0.20
18.33+0.20
19.17 £ 0.20
20.19+0.20
20.82 +0.20
21.14+0.20
21.29+0.20
22.01+0.20
22.28 +0.20
22.93+0.20
23.35+0.20
24.00 +0.20
24.25+0.20
24.88 +0.20
25.54 +0.20
25.80+0.20
26.97 £0.20
27.63 +0.20
28.41 +0.20
28.54 +0.20
29.03+£0.20
29.30+£0.20
29.63 +£0.20

Métodos preparativos y de tratamiento

27

11.424 +0.303
10.601 + 0.260
8.806 + 0.178
6.906 + 0.109
6.783 £ 0.105
6.249 + 0.089
6.092 + 0.085
5.910 £ 0.079
5.782 +0.076
5.707 £0.074
5.278 £ 0.063
4.839 + 0.053
4.630 + 0.048
4.399 + 0.044
4.266 £ 0.041
4.202 £ 0.040
4.173 +0.039
4.038 + 0.037
3.991 + 0.036
3.879 +0.034
3.810 + 0.032
3.708 £ 0.031
3.670 £ 0.030
3.578 £ 0.029
3.488 + 0.027
3.453 £ 0.027
3.306 + 0.024
3.229 £ 0.023
3.142 + 0.022
3.127 £ 0.022
3.076 £ 0.021
3.049 =+ 0.020
3.015 + 0.020

Intensidad (%)
100

4

17

46
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Ansolvato

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para
preparar el ansolvato de la base libre cristalina del Compuesto 1. En una
realizacion, se proporciona en la presente un método para preparar la base libre
cristalina del Compuesto 1 que comprende suspender o poner en contacto la sal
clorhidrica del Compuesto 1 con agua y permitir la disociacion del HCI para
producir la base libre del Compuesto 1. En una realizacion, el ansolvato de la
base libre cristalina del Compuesto 1 preparado comprende uno o mas de entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para incrementar la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina S en un
sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina del Compuesto 1. En
algunas realizaciones, la base libre cristalina del Compuesto 1 es un ansolvato. En
una realizacion, la base libre cristalina del Compuesto 1 comprende uno o méas de
entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En otra de sus realizaciones referentes a métodos, se proporcionan
métodos para tratar la deficiencia de oxigeno asociada con la anemia
drepanocitica en un sujeto, donde el método comprende administrar a un sujeto
gue lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina
del Compuesto 1. En algunas realizaciones, la base libre cristalina del Compuesto
1 es un ansolvato. En una realizacién, la base libre cristalina del Compuesto 1
comprende uno 0 mas de entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En aspectos adicionales de la invencion, se proporciona un método para
tratar la anemia drepanocitica, donde el método comprende administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una base libre
cristalina del Compuesto 1. En algunas realizaciones, la base libre cristalina del
Compuesto 1 es un ansolvato. En una realizacion, la base libre cristalina del
Compuesto 1 comprende uno o] mas de entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N. En otros aspectos adicionales de la invencion,
se proporciona un método para tratar el cancer, un trastorno pulmonar, accidente
cerebrovascular, mal de las alturas, una Ulcera, escara de decubito, enfermedad
de Alzheimer, sindrome de insuficiencia respiratoria aguda y una herida, donde el
método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad

terapéuticamente eficaz de una base libre cristalina del Compuesto 1. En algunas
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realizaciones, la base libre cristalina del Compuesto 1 es un ansolvato. En una
realizacion, la base libre cristalina del Compuesto 1 comprende uno o mas de
entre la
Forma |, la Forma Il y el Material N.

En estos tratamientos, la dosis de la base libre cristalina del Compuesto 1
para el paciente tratado ya se ha descrito en la técnica.

Solvatos

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para
preparar los solvatos de la base libre cristalina del Compuesto 1. En algunas
realizaciones, un ansolvato de la base libre, tal como se describe en la presente
(p. €j., obtenido al suspender una sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua), del
Compuesto 1 se pone en contacto con un disolvente como los proporcionados en
la presente, que incluyen una mezcla de disolventes, para preparar el solvato. el
disolvente o la mezcla de disolventes. Asi pues, un disolvente puede ser un Unico
disolvente o sustancialmente un Unico disolvente o una mezcla de disolventes.
Cuando se utiliza una mezcla de disolventes, se puede producir un solvato que
contiene uno o mas de los disolventes constituyentes individuales de la mezcla de
disolventes. En algunas realizaciones, el disolvente incluye disolventes alcohdlicos
tales como mono-, di- o alcoholes superiores o alcanoles. En algunas
realizaciones, el disolvente incluye disolventes clorados tales como diclorometano,
cloroformo, etc. En algunas realizaciones, el disolvente incluye disolventes
cetonicos tales como alcanonas y cicloalcanonas. Ciertos disolventes incluyen, sin
caracter limitante, metanol, etanol, 2-propanol, 2-metil-1-propanol, 1-butanol,
acetonitrilo, acetona, diclorometano, dioxano o tetrahidrofurano, o combinaciones
de estos, que incluyen opcionalmente agua.

En otro aspecto, se proporciona un método para incrementar la afinidad por
el oxigeno de la hemoglobina S en un sujeto, donde el método comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un
solvato cristalino del Compuesto 1.

En otro aspecto, se proporciona un meétodo para tratar la deficiencia de
oxigeno asociada con la anemia drepanocitica, donde el método comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un
solvato cristalino del Compuesto 1.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos describen la preparacion, la caracterizacion y las

propiedades del ansolvato de la Forma | de la base libre del Compuesto 1. A
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menos que se indique lo contrario, todas las temperaturas se presentan en grados

Celsius (°C) y las siguientes abreviaturas tienen las siguientes definiciones:

DSC Calorimetria diferencial de barrido

DVS Sorcion dindmica de vapor

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion
NA No aplicable

ND No determinado

Q Porcentaje disuelto por unidad de tiempo
HR Humedad relativa

RSD Desviacion estandar residual

TRR Tiempo de retencion relativo

SS-RMN Resonancia magnética nuclear en estado soélido

TGA Andlisis termogravimétrico
TG-IR Andlisis termogravimétrico con espectroscopia infrarroja
XRPD Difraccion de rayos X en polvo

VT-XRPD Difraccion de rayos X en polvo a temperatura variable

Rutas sintéticas para preparar el Compuesto 1

El compuesto de formula (I) se sintetiz6 tal como se describe
esquematicamente a continuaciéon y se detalla posteriormente.
1.1 R:TMEDA, R:BulLi, D:THF, 2 h, -10°C

1.2 1h, 0°C: 83%
Orglett 14(10), 2516-2519; 2012

OH NaH OMOM 1.1 R-TMEDA, R:Buli, D:Me(CH2)4Me, TA? -10°C
Py MOMCI A o- 12 -10°C:2h, -10°C;-10°C 2 0°C
I l - [ \1 13 0°C;1h,0°C
~ ~OH Ster/DMF P ~OMOM é:m R:HCI, S:H20

11 93% 12 ) » Journal of Organic Chemistry, 74(11), 4311-4317; 2009

“

OoH OMOM OMOM OH

ﬂ,,i..;THr MOMCI UL\ T,F!r BuLi, DMF ﬂ,—i;:MCHO HCI 12N “,.»L\T,CHO
- - -

~ZoH 90% ~F Somom  de-78 2 0°C ~"omom THF ~# ~omMom

14 1 5 4%, 1 3 81% 1 6

N N™ S
OH o \( ch03 N chz NN
DMF 65C A
OMOM 81% H 96%
16 10 Cl ° 17 @\)L : (I)
OMOM
Ejemplo 1: Sintesis del Compuesto 15
OH DIPEA OMOM
Br MOMCI Br
—>
7 ToH 90% 1 OMOM
5

A una solucién de 2-bromobenceno-1,3-diol (5 g, 26.45 mmol) en DCM (50
mL) a 0 °C se afadieron DIPEA (11.54 mL, 66.13 mmol) y MOMCI (4.42 mL, 58.19
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mmol). La mezcla se agitd a 0 °C durante 1.5 h y después se calenté hasta
temperatura ambiente. La solucién se diluyé con DCM, se lavdé con NaHCO3 sat.,
salmuera, se secO y se concentré para obtener el producto crudo, que se purificd
en columna (hexanos/EtOAc=4:1) para obtener 15.58 g del producto deseado
(90%).

Ejemplo 2: Sintesis del Compuesto 13 a partir del 15

OMOM OMOM
Br BuLi, DMF CHO
—_—
de-78a0°C OMOM
5 OMOM e

94%
A una solucion de 2-bromo-1,3-bis(metoximetoxi)benceno (15) (19.9 g, 71.8
mmol) en THF (150 mL) a -78 °C se afiadio BuLi (2.5 M, 31.6 mL, 79.0 mmol) gota
a gota. La solucion se agitoé a -78 °C durante 25 min (lo cual resulté en una mezcla
blanca turbia), después se calent6 hasta 0 °C y se agité durante 25 min. La mezcla
de reaccién se vuelve homogénea lentamente. Se afiadi6o DMF a 0 °C a la
solucion. Después de 25 min, se comprobé por HPLC que la reaccién habia
finalizado. La mezcla se desactivo con NH4CI sat. (150 mL) y se diluy6é con éter
(300 mL). Se separ6 la capa organica, la capa acuosa se extrajo de nuevo con
éter (2X200 mL) y las capas organicas se combinaron, se lavaron con salmuera,
se secaron y se concentraron para obtener el producto crudo, que se purificd por
lavado para obtener 14.6 g del producto deseado. A continuacion el filtrado se
concentrd y se purific6 en columna para obtener 0.7 g més, la masa total es de
153 ¢g.
Ejemplo 3: Sintesis del Compuesto 13 a partir del resorcinol 11

1.1 R:TMEDA, R:BuLi, D:THF, 2 h, -10°C

OH NaH OMOM 1.2 1h,0°C; 83% OMOM
MOMCI Orglett 14(10), 2516-2519; 2012 Q- CHO
—_——
OH Zt;,ZDMF OMOM 1.1 R:TMEDA, R:BuLi, D:Me(CH2)4Me, TA? -10°C OMOM
11 1.2 -10°C; 2 h, -10°C; -10°C ? 0°C
12 1.3 0°C;1h,0°C 13

1.4 R:HCI, D:H20
84%
Journal of Organic Chemistry, 74(11), 4311-4317; 2009

En un matraz de fondo redondo de tres bocas provisto de un agitador
mecanico se introdujeron 0.22 mol de NaH (suspension al 50% en aceite mineral)
en atmdsfera de nitrdgeno. El NaH se lavo con 2 porciones (100 mL) de n-hexano
y a continuacion con 300 mL de éter dietilico anhidro; posteriormente se afadieron
80 mL de DMF anhidro. A continuacion, se afiadieron 0.09 mol del resorcinol 11,
disueltos en 100 mL de éter dietilico gota a gota y la mezcla se dejo agitar a TA
durante 30 min. Después se afiadieron 0.18 mol de MOMCI lentamente. Después
de 1 h con agitacion a TA, se afadieron 250 mL de agua y la capa organica se

extrajo con éter dietilico. Los extractos se lavaron con salmuera, se secaron



32

(Na,SO,4) y después se concentraron para obtener el producto crudo que se
purific6 mediante cromatografia en gel de silice para obtener el compuesto 12
(93% de rendimiento).

En un matraz de fondo redondo de tres bocas se introdujeron 110 mL de n-
hexano, 0.79 mol de BuLi y 9.4 mL de tetrametiletilendiamina (TMEDA) en
atmosfera de nitrogeno. La mezcla se enfrié a —10 °C y se afiadieron 0.079 mol del
éter bis-fenilico 12 lentamente. La mezcla resultante se dej6 agitar con un agitador
magnético a —10 °C durante 2 h. A continuacion la temperatura se incremento
hasta 0 °C y se afadieron 0.067 mol de DMF gota a gota. Después de 1 h, se
afadiéo HCI acuoso hasta pH acido; a continuacion la mezcla se extrajo con éter
etilico. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron (Na;SO,) y
se concentraron para obtener el aldehido 13 (84%).

2,6-Bis(metoximetoxi)benzaldehido (13): pf 58-59 °C (n-hexano) ; IR (KBr)
n: 1685 (C=0) cm™; *H-RMN (400 MHz, CDCls) & 3.51 (s, 6H, 2 OCHs), 5.28 (s,
4H, 2 OCH,0), 6.84 (d, 2H, J = 8.40 Hz, H-3, H-5), 7.41 (t, 1H, J = 8.40 Hz, H-4),
10.55 (s, 1H, CHO); MS, m/e (intensidad relativa) 226 (M+, 3), 180 (4), 164 (14),
122 (2), 92 (2), 45 (100); Analisis elemental tedrico para Ci13H140s: C,58.40; H,
6.24. Experimental: C, 57.98; H, 6.20.

Ejemplo 4: La sintesis del Compuesto 16

OMOM OH
CHO HCI12N CHO
_—
OMOM THF OMOM
13 81% 16

A una solucion de 2,6-bis(metoximetoxi)benzaldehido (13) (15.3 g, 67.6
mmol) en THF (105 mL) (el disolvente se purg6 con N») se afiadié HCI conc. (12
N, 7 mL) en Nj, y después se agitd ademas en N, durante 1.5 h. Se afadieron
salmuera (100 mL) y éter (150 mL) a la solucion. La capa organica se separd y la
capa acuosa se extrajo de nuevo con éter (2x200 mL). Las capas organicas se
combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron y se concentraron para obtener
el producto crudo, que se purificé en columna (300 g, hexanos/EtOAc=85:15) para
obtener el producto deseado 16 (9.9 g) como un liquido amarillo.

Ejemplo 5: Sintesis del Compuesto 17

OH N " Z
CHO \(CIHNI K2C03 |
+ N -  — 0O ©
o NG DMF
OMO 0 cl 65°C 17 H
16 81% OMOM
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A una solucion de 2-hidroxi-6-(metoximetoxi)benzaldehido (16) (10.88 g,
59.72 mmol) en DMF (120 mL) (la solucion en DMF se purg6 con N, durante 10
min) se afladieron K,CO3 (32.05 g, 231.92 mmol) y clorhidrato de 3-(clorometil)-2-
(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridina (10) (15.78 g, 57.98 mmol). La mezcla se
calentdé a 65 °C durante 1.5 h, se enfri6 hasta TA y se vertiéo sobre agua helada
(800 mL). Los sélidos precipitados se aislaron por filtracion, se secaron y se
concentraron para obtener el producto deseado (17, 18 g).

Ejemplo 6: Sintesis del Compuesto (I)
N

HCI12N Ny

O E—— O O

THF
H H
17 96% ()]
OMOM OH

A una soluciéon de 2-((2-(1-isopropil-1H-pirazol-5-il)piridin-3-il)metoxi)-6-
(metoximetoxi)benzaldehido (17) (18 g, 47.19 mmol) en THF (135 mL, la solucién

se purgd con N,) se afiadié HCI conc. (12 N, 20 mL). La solucién se agit6 a TA

durante 3 h cuando se comprob6 por HPLC que la reaccion habia finalizado. La
mezcla se afiadid a una solucion de NaHCOs; (15 g) en agua (1.2 L), y el
precipitado resultante se recogid por filtracion, se seco para obtener un sdlido
crudo, que se purifico de nuevo en columna (DCM/EtOAc=60:40) para obtener el
producto puro (15.3 g).

Ejemplo 7: Sintesis del Compuesto | (base libre) y su forma de sal
clorhidrica

La base libre del Compuesto (I) (40 g) se obtuvo mediante el acoplamiento
del intermedio alcohdlico 7 y 2,6-dihidroxibenzaldehido 9 en condiciones de
Mitsunobu. También se proporciona un procedimiento a continuacion:

~ NS

“ OH ©O N ~
\( N i Ji§ DIAD, PPH; N |
N Z + H _ o 0
Ny | oH THF, TA .
. oM o 37% n
OH

Ejemplo 8: Sintesis del Compuesto (I) por acoplamiento de Mitsunobu

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 2000 mL, que se habia
purgado y mantenido en atmdosfera inerte de nitrégeno, se introdujo una solucién
de [2-[1-(propan-2-il)-1H-pirazol-5-il]piridin-3-iljmetanol (7) (70 g, 322.18 mmol,
1.00 equiv) en tetrahidrofurano (1000 mL). Se afiadieron 2,6-dihidroxibenzaldehido
(9) (49.2 g, 356.21 mmol, 1.10 eq) y PPhs (101 g, 385.07 mmol, 1.20 eq) a la



34

mezcla de reaccion. Después de esto se afiadid una solucion de DIAD (78.1 g,
386.23 mmol, 1.20 eq) en tetrahidrofurano (200 mL) gota a gota con agitacion. La
solucion resultante se agitd durante toda la noche a temperatura ambiente. La
solucion resultante se diluyd con 500 mL de H,O. La solucion resultante se extrajo
con 3x500 mL de diclorometano y las capas organicas combinadas se secaron
con sulfato de sodio y se concentraron al vacio. El residuo se aplicé sobre una
columna de gel de silice con EA:PE (1:50-1:3) como eluyente para obtener el
producto crudo. El producto crudo se recristalizé en isopropanol/H,O en una
proporcion de 1/1.5. De este modo se obtuvieron 40 g (37%) de 2-hidroxi-6-([2-[1-
(propan-2-il)-1H-pirazol-5-il]piridin-3-iljmetoxi)benzaldehido como un soélido de
color amarillo claro. EI compuesto presenté un punto de fusién de 80-82 °C. MS
(ES, m/z): 338.1 [M+1]. *H RMN (300 MHz, DMSO-d6) & 11.72(s, 1H), 10.21(s,
1H), 8.76(d, J=3.6Hz, 1H), 8.24(d, J=2.7Hz, 1H),7.55(m, 3H), 6.55(m,3H) ,5.21 (s,
2H), 4.65 (m, 1H), 1.37 (d, J=5.1Hz, 6H). 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 11.96 (s,
1H), 10.40 (s, 1H), 8.77 (dd, J = 4.8, 1.5 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.63 (d,
J = 1.8 Hz, 1H), 7.49 — 7.34 (m, 2H), 6.59 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 1.8 Hz,
1H), 6.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.10 (s, 2H), 4.67 (sep, J = 6.7 Hz, 1H), 1.50 (d, J =
6.6 Hz, 6H).

En otra estrategia, se preparan varios lotes de la base libre del Compuesto
() en cantidades de multigramos (20 g). La ventaja de esta ruta es el uso de 2,6-
dihidroxibenzaldehido  monoprotegido (16), que elimina de forma eficaz la
posibilidad de que se produzca un producto secundario por bis-alquilacion. El éter
mono-MOM de 2,6-dihidroxibenzaldehido (16) se puede obtener comenzando en
dos puntos de partida, el bromoresorcinol (14) o el resorcinol (11) [los
procedimientos se describen en el Journal of Organic Chemistry, 74(11), 4311-
4317; 2009 ]. Todos los pasos y procedimientos se proporcionan a continuacion.
Debido a la presencia del grupo aldehido fendlico, se deben extremar las
precauciones (es decir, llevar a cabo todas las reacciones en un gas inerte tal
como el hidrégeno) para evitar la oxidacién del grupo fenol y/o aldehido.

Preparacion de la sal clorhidrica del Compuesto I: Una solucion del
Compuesto | (55.79 g, 165.55 mmol) en acetonitrilo (275 mL) se purgd con
nitrdgeno durante 10 min y a continuaciéon se afiadi6 HCI acuoso 3 N (62 mL) a
esta solucién a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 10 min mas
después de la adicion, a continuacion se eliminé la mayor parte del acetonitrilo
(aproximadamente 200 mL) mediante evaporacion en un evaporador rotatorio a

aproximadamente 32 °C, y la solucion remanente se congelé por enfriamiento en
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un bafio de acetona-hielo seco y se liofiliz6 para obtener la sal clorhidrica del

Compuesto | (59.4 g).

Ejemplo 9: Caracterizacidon de la sal clorhidrica del Compuesto 1

Técnica Detalles | Resultado
XRPD indexado | sal clorhidrica del Compuesto 1
_ _ sélidos de color amarillo palido, hojas/tabletas finas,
microscopio | - _ _
birrefringentes
1 DMSO-
H RMN 46 concuerda con la estructura, <0.01 moles de MEK
XRPD - sal clorhidrica del Compuesto 1
ganancia de un 0.03% en equilibrio con un 5% de HR
DVS - ganancia de un 0.10% desde un 5 hasta un 95% de HR
pérdida de un 0.09% desde un 95 hasta un 5% de HR
posXRPD | I-HCI + Forma | de la base libre

Ejemplo 10: Estabilidad fisica de la sal clorhidrica del Compuesto 1

expuesta a agua

Condicién

Tiempo (todos los
tiempos son

aproximados)

Observaciéon

Resultado de
XRPD

en contacto

formacién de laminas

con agua después de 5 min
sélidos amarillos
y _ | de la base
suspension | aproximadamente 5 flotantes que se _
_ ] . libre (BL)
en agua min convierten en solidos _
) (indexada)
blancos al aislarlos
secado al aproximadamente 1
. ) remanente | de BL
vacio dia
suspension | aproximadamente 6 hojas finas, blancas, | de BL + Il de
en agua dias birrefringentes (B) BL

Ejemplo 11: Estabilidad fisica de la sal clorhidrica del Compuesto 1

con molienda

Condicién

Tiempo

Observacion

Resultado de
XRPD
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molienda, en

Seco

30 min

color blanquecino/amarillo palido

[-HCI

molienda, en

humedo

30 min

pasta de color

blanquecino/amarillo palido

[-HCI + | de BL

Ejemplo 12: Estabilidad fisica de la sal clorhidrica del Compuesto 1

expuesta a temperatura elevada y/o vacio

Resultado de

Condicion | Tiempo | Observacion
XRPD
hojas/placas de color amarillo
vacioa TA | 6 dias . [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
6 h _ [-HCI
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
30 °C 12 h . [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
24 h N [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
6 h . [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
40 °C 12 h N [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
24 h N [-HCI + | de BL
palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
6 h . [-HCI + | de BL
palido, B
vacio a 40 hojas/comprimidos de color amarillo
12 h _ [-HCI + | de BL
°C palido, B
hojas/comprimidos de color amarillo
24 h _ [-HCI + | de BL
palido, B
60 °C 6 dias | hojas de color amarillo pélido, B I-HCI + | de BL
_ _ _ [-HCI + 1 de BL +
vacio a 60 hojas de color amarillo palido, B;
6 dias _ _ otra forma de la
°C Residuo irregular _
base libre
el papel de pH por encima de la I-HCI + 1 de BL +
100-125 °C | 20 min | muestra indica la presencia de otra forma de la

volatiles acidos

base libre
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Ejemplo 13: Generacion de la base libre del Compuesto 1 mediante la

desproporcionacion de la sal clorhidrica del Compuesto 1 en agua (el

material de partida es la sal clorhidrica del Compuesto 1).

Resultado de

Método Observacion
XRPD
1. en contacto con agua 1. color amarillo pélido,
2. sonicado no se humedece bien
3. filtrado y lavado con agua 2. color blanco
4. secado en N; durante 10 3. - | de BL
minutos 4. -
5. vacio a TA, durante toda la 5. -
noche
1. en contacto con agua 1. -
2. sonicado durante 5 minutos 2. color amarillo pélido,
3. suspension durante 10 minutos | se volvié blanco
4. filtrado, lavado con agua 3. - | de BL + otra
5. secado en N, durante 10 4. - forma de la base
minutos 5. color blanco libre
6. vacio a TA, durante toda la 6. -
noche 7. -
7. almacenado en un congelador
1. suspension en agua, TA, 8 dias; | 1. suspension densa
adicién de gérmenes cristalinos de | blanca
Il de BL
2. filtrado, lavado con agua 2. - 'l de BL
3. vacio a TA, durante toda la 3.-
noche
2. submuestra de la suspension 2. -
densa 3. - Il de BL (indexada)

3. lavado con agua

Ejemplo 14: Caracterizacion de la Forma | de la base libre del
Compuesto 1
Técnica Detalles | Resultado
XRPD indexado | Forma | de la base libre
XRPD - Forma | de la base libre
TGA 25-350 pérdida de peso de un 0.2% hasta 100 °C
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°C

25-350 . o
DSC oc evento endotérmico con inicio cerca de 97 °C

22.7 °C inicial, finos, birrefringentes

aumento en el tamafio de particulay la

91.2°C . _ ,

birrefringencia

aumento en el tamafio de particula y la
94.2 °C _ _ _

birrefringencia

inicio de la fusion, particulas mas grandes
95.7 °C

desde el calentamiento inicial

96.1 °C continuacion de la fusiéon

fusion total, no hubo cristalizacion durante la
96.3 °C »
fusion

microscopia en platina
_ 68.7 °C preparado fresco, mayor aumento
de calentamiento

91.1°C aumento en la birrefringencia

inicio de la fusidn, particulas mas grandes,
94.8 °C . _
birrefringentes

95.4 °C continuacion de la fusiéon

solamente quedan unos pocos cristales, se
enfrié hasta 92.6 °C

95.9°C

se mantuvo durante 2-3 minutos el
92.6 °C crecimiento cristalino hasta hojas mas

grandes,- se comenz0 a calentar

96.3 °C fusion total

1 DMSO-
H RMN 46 concuerda con la estructura

pérdida de un 0.02% en equilibrio con un 5%
de HR

ganancia de un 0.22% desde un 5 hasta un
95% de HR

pérdida de un 0.22% desde un 95 hasta un
5% de HR

DVS

Forma | de la base libre + otro material de la
posXRPD _
base libre

Ejemplo 15: Caracterizacion de la Forma Il de la base libre del

Compuesto 1
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Técnica | Detalles Resultado

XRPD indexado Forma Il de la base libre
inicial Forma Il de la base libre

XRPD

después de 7 dias

Forma Il de la base libre

TGA 25-350 °C pérdida de peso de un 0.1% hasta 100 °C
DSC 25-350 °C evento endotérmico con inicio cerca de 97 °C
'H RMN | DMSO-d6 concuerda con la estructura
Ejemplo 16: Caracterizaciéon del Material N de la base libre del
Compuesto 1
Técnica | Detalles | Resultado
XRPD - Material N de la base libre
TGA 25-350 o
oc pérdida de peso de un 0.2% hasta 100 °C
25-350 _ o
DSC oc evento endotérmico con inicio cerca de 94 °C
DMSO- concuerda con la estructura, no se observo disolvente de
'H RMN - _
dé reaccion residual
Ejemplo 17: Suspensiones densas con interconversion competitiva

entre las Formas | y Il de la base libre

o ) _ Resultado de
Condiciones Disolvente | Observacion
XRPD
6 °C, 6 dias agua color blanco Il de BL
6 °C, 6 dias heptano color blanco Il de BL
6 °C, 6 dias IPE color amarillo palido tenue | N de BL
TA, 6 dias agua color blanco Il de BL
TA, 6 dias heptano color blanquecino Il de BL
TA, 6 dias IPE color amarillo palido N de BL
TA, 6 dias tolueno color amarillo palido N de BL
] ' . Il de BL + I de
57 °C, 2 dias agua finos, color blanquecino, B BL
57 °C, durante toda _ o
heptano hojas y comprimidos, B Il de BL
la noche
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57 °C, durante toda hojas, laminadas, color
IPE _ . Il de BL
la noche amarillo palido, B

Ejemplo 18: Suspensiones densas con interconversion competitiva

entre las Forma ll y el Material N de la base libre

Condiciones

35 °C, 3 dias | heptano | finos de color amarillo palido, B N de BL

57 °C, 3 dias | heptano | hojas mas grandes y rosetas de hojas, B | Il de BL

Ejemplo 19: Métodos experimentales seleccionados

Indexacion: Los patrones de XRPD se indexaron utilizando el software
registrado SSCI. La concordancia entre las posiciones de los picos permitidas,
marcadas con barras rojas en las figuras, y los picos observados indica una
determinacién de la celda unitaria coherente. La indexacion y el refinamiento de la
estructura son estudios computacionales que se llevan a cabo en la seccion de
“Procedimientos para determinar las actividades que no son cGMP segun SSCI".
Para confirmar la solucién de indexacion tentativa, se deben determinar los
motivos de empacamiento molecular dentro de las celdas unitarias cristalograficas.
No se realizaron intentos para determinar el empacamiento molecular.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): La DSC se llevd a cabo
utilizando un calorimetro de barrido diferencial Q2000 de TA Instruments. La
calibracion de la temperatura se llevd a cabo utilizando el metal indio rastreable
segun NIST. La muestra se introdujo en una capsula de aluminio de DSC, se
cubrié con una tapa y se registré el peso con exactitud. Se introdujo una cépsula
de aluminio pesada configurada como la capsula de la muestra en el lado de
referencia de la celda. Los parametros de adquisicién de datos y la configuracién
de la capsula para cada termograma se presentan en la imagen en la seccion de
Datos de este informe. El cédigo del método del termograma es una abreviatura
para la temperatura inicial y final asi como la tasa de calentamiento; p. ej., -30-
250-10 quiere decir “de —30 °C a 250 °C, a 10 °C/min". A continuacion se resumen
las abreviaturas empleadas en cada imagen para las configuraciones de las
capsulas: Capsula sellada Tzero (TOC); y tapa no sellada (NC).

Sorcion dinamica de vapor (DVS): Los datos de la sorcion dinamica de
vapor (DVS) se recogieron en un analizador de la sorcién de vapor SGA-100 de
VTI. Se utilizaron NaCl y PVP como estandares para la calibracion. Las muestras
no se secaron antes de su analisis. Los datos de adsorcion y desorcion se

recogieron en un rango de un 5 a un 95% de HR con incrementos de un 10% de
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HR en purga con nitrégeno. El criterio de equilibrio empleado para el andlisis fue
un cambio del peso menor de un 0.0100% en 5 minutos con un tiempo de
equilibrio maximo de 3 horas. Los datos no se corrigieron para el contenido de
humedad inicial de las muestras.

Microscopia

Microscopia en platina de calentamiento: La microscopia en platina de
calentamiento se llevd a cabo utilizando una platina de calentamiento Linkam
(FTIR 600) montada en un microscopio Leica DM LP provisto de una camara
digital en color SPOT Insight™. Las calibraciones de la temperatura se llevaron a
cabo utilizando estandares del punto de fusion de la USP. Las muestras se
colocaron sobre un cubreobjetos y se colocd un segundo cubreobjetos sobre la
muestra. A medida que se calentaba la platina, se observd cada muestra
visualmente utilizando un objetivo de larga distancia 20x 0.40 N.A. con
polarizadores cruzados y un compensador rojo de primer orden. Las imagenes se
capturaron utilizando el software SPOT (v. 4.5.9).

Microscopia de luz polarizada: Durante el curso de la experimentacion, las
muestras generadas se examinaron utilizando un microscopio con luz polarizada
cruzada para observar su morfologia y birrefringencia. Las muestras se
observaron visualmente con un aumento de 40x.

Resonancia magnética nuclear de *H en solucién (*H RMN)

SSCI: Las muestras se prepararon para la espectroscopia de RMN como
soluciones de ~5-50 mg en el disolvente deuterado adecuado. Los parametros de
adquisicion especificos se enumeran en la representacion grafica del primer
espectro completo de cada muestra en la seccion de datos para las muestras
procesadas segun SSCI.

Spectral Data Solutions: Para las muestras procesadas utilizando Spectral
Data Solutions (subcontratista), los espectros de *H RMN de las soluciones se
adquirieron a temperatura ambiente en un espectrémetro Varian "™ INOVA-400
(frecuencia de Larmor de *H = 399.8 MHz). Los pardmetros de adquisicion
especificos se enumeran en la hoja de datos espectrales y en cada representacion
gréfica de los datos del espectro de la muestra.

Andlisis termogravimeétrico (TGA)

Los andlisis TG se llevaron a cabo utlizando un analizador
termogravimétrico 2950 de TA Instruments. La calibracion de la temperatura se
llevdo a cabo utilizando niquel y Alumel™. Cada muestra se introdujo en una
capsula de aluminio y se insertd en el horno TG. El horno se calentd en purga con

nitrogeno. Los parametros de adquisicion de datos se presentan encima de cada
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termograma en la seccion de Datos de este informe. El cédigo del método del
termograma es una abreviatura para la temperatura inicial y final asi como la tasa
de calentamiento; p. ej., 25-350-10 quiere decir “de 25 °C a 350 °C, a 10 °C/min".
El uso de 0 como la temperatura inicial indica que el procesamiento de la muestra
comenzé a temperatura ambiente.

Analisis por XRPD

INEL: Los patrones de XRPD se recogieron con un difractometro XRG-3000
de Inel. Se produjo un haz incidente de radiacion Ka de Cu utilizando un tubo de
foco fino y un espejo multicapa graduado parabdlicamente. Antes del analisis, se
analizd un estandar de silicio (NIST SRM 640d) para verificar la posicion del pico
111 del Si. Un espécimen de la muestra se introdujo en un capilar de vidrio de
paredes finas y se utilizdé un colector del haz para minimizar la sefial de fondo del
aire. Los patrones de difraccibn se recogieron en geometria de transmision
utilizando el software Windif v. 6.6 y un detector Equinox sensible a posiciones
curvas con un rango 26 de 120°. Los parametros de adquisicidn de datos para
cada patron se presentan encima de la imagen en la seccién de Datos de este
informe.

Transmision PANalytical: Los patrones de XRPD se recogieron con un
difractometro X’Pert PRO MPD de PANalytical utilizando un haz incidente de
radiacion del Cu producido utilizando una fuente de foco fino de largo alcance
Optix. Se utiliz6 un espejo multicapa graduado elipticamente para enfocar los
rayos X de radiacion Ka de Cu a través del espécimen y sobre el detector. Antes
del analisis, se analizé un espécimen de silicio (NIST SRM 640d) para verificar la
posicion del pico 111 del Si. Se colocé un espécimen de la muestra entre peliculas
con un grosor de 3 um y se analizé en geometria de transmisién. Se utilizaron un
colector del haz, una extension antidispersion corta y una cuchilla antidispersion
para minimizar la sefial de fondo generada por el aire. Se utilizaron rendijas Soller
para el haz incidente y el haz difractado con el fin de minimizar la ampliacion de la
divergencia axial. Los patrones de difraccidn se recogieron utilizando un detector
de barrido sensible a la posicidén (X'Celerator) situado a 240 mm del espécimen y
del software colector de datos v. 2.2b. Los parametros de adquisiciéon de datos
para cada patron se presentan encima de la imagen en la seccion de Datos de
este informe con la inclusién de la rendija de divergencia (DS, por sus siglas en
inglés) antes del espejo y la rendija antidispersion del haz incidente (SS, por sus
siglas en inglés).

Reflexion PANalytical: Los patrones de XRPD se recogieron con un
difractometro X’'Pert PRO MPD de PANalytical utilizando un haz incidente de



43

radiacion Ka del Cu producido utilizando una fuente de foco fino de largo alcance y
un filtro de niquel. El difractometro se configurd utilizando la geometria de Bragg-
Brentano simétrica. Antes del analisis, se analizd un espécimen de silicio (NIST
SRM 640d) para verificar que la posicion observada del pico 111 del Si concuerde
con la posicién certificada por el NIST. Se prepard un espécimen de la muestra
como una capa circular delgada centrada sobre un sustrato de silice con sefial de
fondo cero. Se utilizaron rendijas antidispersion (SS) para minimizar la sefal de
fondo generada por el aire. Se utilizaron rendijas Soller para el haz incidente y el
haz difractado con el fin de minimizar la ampliacion de la divergencia axial. Los
patrones de difraccién se recogieron utilizando un detector de barrido sensible a la
posicion (X' Celerator) situado a 240 mm de la muestra y del software colector de
datos v. 2.2b. Los parametros de adquisicibn de datos para cada patron se
presentan encima de la imagen en la seccion de Datos de este informe con la
inclusién de la rendija de divergencia (DS) y la rendija del haz incidente (SS).

Solubilidad aproximada: Se trat6 una muestra pesada con alicuotas del
disolvente de prueba a temperatura ambiente. La mezcla se sonicO entre las
adiciones para facilitar su disolucion. La disolucion total del material de prueba se
determindé mediante una inspeccion visual. Se estimo la solubilidad en funcién del
disolvente total empleado para proporcionar una disolucion total. A continuacion,
algunas muestras se calentaron y se observaron visualmente para comprobar si
su disolucion era total. La solubilidad real puede ser superior que el valor
calculado debido al uso de alicuotas de disolvente demasiado grandes o debido a
una velocidad de disolucidn lenta. La solubilidad se expresa como “inferior a” si no
se produjo disolucion durante el experimento. Si se consiguio la disolucién total
como resultado de la adicion de una Unica alicuota, la solubilidad se expresa como
“superior a”.

Adiciones de antidisolvente: Se pusieron en contacto soluciones del
Compuesto 1l/disolvente organico con disolventes en los que se determind que el
Compuesto 1 era poco soluble o insoluble. Estas adiciones de antidisolvente se
afiadieron para ayudar a reducir la solubilidad del sistema de disolventes e inducir
la cristalizacion.

Enfriamiento y enfriamientos lentos: Se prepararon soluciones en el
disolvente o sistema de disolvente/antidisolvente seleccionado. Estas soluciones
se refrigeraron por debajo de la temperatura ambiente dentro de un refrigerador
durante periodos de diferente duracién para intentar inducir la nucleacion. Se
comprobd la presencia o ausencia de sdlidos. Al observar solidos, en cantidades

suficientes para el analisis, se realizé un aislamiento del material. Si no habia
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cantidades suficientes presentes, se continué enfriando en un congelador. Las
muestras se aislaron para su analisis en himedo o como polvos secos.

Compresion:  Se comprimieron muestras seleccionadas utilizando un
troquel para pastillas de KBr y una prensa hidraulica Carver. Se aplicé una carga
de 10000 Ibs sobre el eje del troquel durante aproximadamente 20 minutos.

Cristalizacion en solucion: Se generaron soluciones saturadas a
temperatura ambiente y después se taparon. Se observdé que se producia
nucleacion en estos sistemas durante la evaluacion de la base libre del
Compuesto 1.

Evaporacion rapida: Se prepararon soluciones en disolventes
seleccionados y se agitaron entre las adiciones de alicuotas para facilitar la
disolucién. Una vez que la mezcla se disolvi6 por completo, segun se juzgé
mediante observacién visual, la solucion se dejo evaporar a temperatura ambiente
en un vial sin tapar o a temperatura ambiente en atmadsfera de nitrdgeno. Los
solidos que se formaron se aislaron para su evaluacion.

Molienda: EIl material seleccionado se moli6 utilizando un molino Reitch. El
material se introdujo en un recipiente de molienda forrado de &gata y a
continuacion se afadié una bola de agata. El recipiente se coloc6 posteriormente
en un molino y se molié durante aproximadamente 30 minutos con una frecuencia
de 1/30 segundos. La molienda se detuvo aproximadamente cada 10 minutos y el
material se rasp6 de la pared antes de seguir moliendo.

Suspension: Se prepararon soluciones afiadiendo bastantes solidos a un
disolvente determinado de modo que hubiera sélidos en exceso presentes. A
continuacion, la mezcla se agitd en un vial sellado a temperatura ambiente o0 a una
temperatura elevada. Después de un tiempo determinado, los sélidos se aislaron
para su analisis.

Estrés por temperatura y humedad relativa: Se sometieron a estrés
materiales seleccionados a una humedad relativa y/o una temperatura elevadas.
Se utilizaron tarros de humedad relativa (se utilizaron soluciones salinas saturadas
para generar la humedad relativa deseada) para almacenar muestras
seleccionadas. Se utilizaron los siguientes tarros de humedad relativa durante la
evaluacion: 75% de HR (NaCl) y 60% (NaBr), para investigar los efectos de la
humedad. Las temperaturas utilizadas fueron la temperatura ambiente, 30, 40, 60
y 100-125 °C.

Vacio: Se sometieron a estrés materiales seleccionados a presion reducida
durante un periodo de tiempo establecido. Se aplic6é un estrés inicial con el
sistema de vacio propio con unas lecturas de la presion absoluta <500 mTorr,
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normalmente de 30 a 50 mTorr (de 0.030 a 0.05 mm Hg). Se aplicé un estrés a
vacio adicional a 48 mmHg utilizando un vacio y purga de laboratorio portatil para
simular condiciones similares a las que cabia esperar durante el proceso.

Ejemplo 20: Desproporcionacion de la sal clorhidrica

La desproporcionacion de la sal clorhidrica en agua se utiliz6 para generar
la base libre. En primer lugar se produce la nucleacion de la Forma | de la base
libre. La prolongacion del tiempo en suspension densa induce la transformacion en
una fase termodindmicamente mas estable en comparacién con la Forma I, la
Forma Il de la base libre.

Se identificaron tres materiales anhidros de la base libre; las Formas I, Il y
el Material N de la base libre. El Material N de la base libre parece ser la forma
mas estable, en comparacion con las Formas | y Il, a temperatura ambiente. El
material N de la base libre es enantiotropico respecto a la Forma Il y se
transformara de forma reversible a una temperatura de transicioén especifica (que
se estimo que era proxima a 42 °C). Por encima de la temperatura de transicion, la
Forma Il de la base libre parece ser la forma mas estable, en comparacién con la
Forma | y el Material N.

La sal clorhidrica (denominada “Forma I[-HCI”) se someti6 a varias
condiciones de estrés y se monitorizé mediante XRPD para evaluar su estabilidad
fisica. Segun se discuti6, la desproporcionacion se produjo durante el experimento
de DVS de la sal clorhidrica, lo cual indica su inestabilidad al exponerla a una
humedad elevada. La desproporcionacion es ademas evidente con la molienda en
hiamedo o en contacto directo con agua (p. €., suspension densa) tal como
muestra la presencia de las Formas | o Il de la base libre identificadas por XRPD.
La volatilizacién y la pérdida de HCI al calentar y/o someter al vacio se pone de
manifiesto por la presencia de la Forma | de la base libre, identificada por XRPD, y
también indica la inestabilidad en estas condiciones.

e El contacto con el agua provocé un cambio de color visual del
material de amarillo palido a blanco; también se observaron cambios fisicos
microscopicamente. Se produce una desproporcionacion inmediata. El analisis por
XRPD identific6 el material resultante en una suspensién densa acuosa (~5
minutos) como la Forma | de la base libre. La Forma Il de la base libre también
resulta evidente si se prolonga el tiempo en la suspension densa.

e La volatilizacion del HCI fue evidente en cuestion de horas de
exposicion a condiciones desecantes. Se observé conversion en la Forma | de la
base libre mediante XRPD a 30 °C (después de 12 h), 40 °C (después de 6 h) y a
40 °C/48 mmHg (después de 6 h).
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e EIl Material C de la base libre resulta evidente en condiciones mas
extremas que implican temperaturas elevadas. El calentamiento de la Forma I-HCI
hasta 125 °C induce la pérdida de volatiles acidos (juzgada visualmente mediante
el uso de papel de pH mantenido por encima de la muestra). El andlisis por XRPD
identifica la muestra resultante como una mezcla de la Forma I-HCI, la Forma | de
la base libre y el Material C de la base libre. La exposicion de la sal clorhidrica a
60 °C al vacio durante 6 dias proporciona el mismo resultado. La naturaleza del
Material C no se ha establecido.

La sal clorhidrica se demostré6 que se desproporcionaba de inmediato en
agua. Este fenobmeno se utilizé6 para generar la base libre. En primer lugar se
produce la nucleacion de la Forma | de la base libre. La prolongacién del tiempo
en suspension densa induce la transformacion en una fase termodindmicamente
mas estable en comparacion con la Forma |, la Forma Il de la base libre.

e En un vial de 20 mL se introdujeron 266.4 mg de Forma I-HCl y se
pusieron en contacto con 10 mL de agua. La muestra se sonicé hasta que el
material de color amarillo péalido se volvi6 blanco. Los sdlidos resultantes se
recogieron por filtracién (aspirando el agua) y se lavaron con 10 mL de agua. Se
aplicé una purga con nitrdgeno en la muestra durante aproximadamente 10
minutos antes de exponerla al vacio a temperatura ambiente para que se secara
durante toda la noche. El material resultante se analiz6 por XRPD y se determind
que era la Forma | de la base libre.

e En un Erlenmeyer de 250 mL se introdujeron 6.0250 gramos de
Forma I-HCl y se pusieron en contacto con 220 mL de agua. La muestra se sonic6
durante aproximadamente 5 minutos para dispersar el material. EI material de
color amarillo se volvié blanco durante la sonicaciéon. Se introdujo un iman de
agitacion y la muestra se agitdo a 700 RPM durante aproximadamente 10 minutos.
Los solidos se recogieron por filtracion y se lavaron con 220 mL de agua, seguidos
de una purga con nitrébgeno sobre la muestra durante aproximadamente 10
minutos antes de exponerla al vacio a temperatura ambiente. La muestra se seco
en estas condiciones durante aproximadamente 24 horas para obtener 5.1834
gramos de material. EI material resultante se analiz6 por XRPD y se determino
gue era una mezcla de la Forma | de la base libre y el Material D de la base libre.
(La naturaleza del Material D no se ha establecido).

El procedimiento empleado para generar la Forma Il de la base libre se
describe a continuacion.

e En un vial de 20 mL se introdujeron 477.5 mg del lote 20 de Forma

I-HCI y se pusieron en contacto con 20 mL de agua. La muestra se sonicO hasta
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que el material de color amarillo palido se volvié blanco. Se afiadié una pequefa
cantidad de la muestra (mezcla de las Formas | y Il de la base libre) como
gérmenes cristalinos. Se introdujo un iman de agitacion y la muestra se agité a
200 RPM durante 8 dias. Los sdlidos resultantes se recogieron por filtracion
(aspirando el agua) y se lavaron con 15 mL de agua. La muestra se expuso al
vacio a temperatura ambiente para secarla durante toda la noche. ElI material
resultante se analiz6 por XRPD y se determind que era la Forma Il de la base
libre.

Ejemplo 21: Procedimientos adicionales para la preparacion de la
Formal, la Formally la Forma N de la base libre

Conversion de la base libre del Compuesto 1 en la sal clorhidrica

Procedimiento general: Tratar lentamente una solucion de la base libre del
Compuesto 1 en MEK (5 vol) con HCI conc. (1.5 eq). Enfriar la suspension densa
resultante hasta 0-5 °C durante 1 h y filtrar. Lavar los so6lidos con MEK (1 vol).
Secar al vacio a 30-35 °C.

Preparacion A: Siguiendo el procedimiento general anterior, se procesaron
35 g del Compuesto 1 crudo para proporcionar la sal clorhidrica como un soélido de
color amarillo palido (32.4 g, 82% de rendimiento, 99.8% de pureza mediante
HPLC).

Preparacién de la Forma | de la base libre a partir de la sal clorhidrica del
Compuesto 1

Procedimiento general: Agitar enérgicamente una suspension densa de la
sal clorhidrica del Compuesto 1 en DIW (10 vol) durante 5 min-2 h. Filtrar la
suspension densa, lavar con DIW (2x1 vol), secar en un embudo y después secar
de nuevo al vacio a 30-35 °C.

Preparacion A: Siguiendo el procedimiento general anterior, tras agitar
durante 1 h, se procesaron 32 g de la sal clorhidrica del Compuesto 1 para
proporcionar la base libre como un sélido de color amarillo palido (27.3 g, 95% de
rendimiento, 99.8% de pureza mediante HPLC; la DSC indica que se trata de la
Forma I).

Preparacion B: Siguiendo el procedimiento general anterior, tras agitar
durante 1 h, se procesaron 39 g de la sal clorhidrica del Compuesto 1 para
proporcionar la base libre como un sélido de color amarillo palido (31.8 g, 90% de
rendimiento, >99.9% de pureza mediante HPLC).

Preparacion C: Asi pues, la sal clorhidrica del Compuesto 1 (134 g) se
agitd enérgicamente en agua (10 vol) hasta que el material adquirioé el aspecto de

una suspension densa blanca finamente dispersa. Tras filtrar y secar, se aislé un



48

sélido blanco cristalino (116 g, 96% de recuperacion, >99.9% de pureza mediante
HPLC).

Preparacion D: El objetivo de este experimento era preparar la base libre a
partir del Compuesto 1-HCI. Asi pues, la sal clorhidrica del Compuesto 1 (65.3 g)
se agitd enérgicamente en agua (10 vol) hasta que el material adquirié el aspecto
de una suspension densa blanca finamente dispersa. Tras filtrar y secar, se aislé
un solido blanco cristalino (57.5 g, 97.6% de recuperacion, >99.9% de pureza
mediante HPLC).

Preparacion de la Forma |l de la base libre de GBT000440 a partir de la
Forma | de la base libre de GBT000440

Procedimiento general: Agitar una suspension densa de la Forma | de la
base libre del Compuesto 1 en un disolvente adecuado (p. €j., heptano o agua) (10
vol) durante 1-7 dias. Filtrar la suspensioén densa, lavar con DIW (2x1 vol), secar
en un embudo y después secar de nuevo al vacio a 30-35 °C.

Preparacion A: Asi pues, la Forma | de la base libre del Compuesto 1 (114
g) se agitdé en n-heptano (10 vol) a 35 °C. Después de 4 dias, la XRPD indic6 que
el material era la Forma Il. La suspension densa se filtr6 y se sec6 para
proporcionar 110 g de un sélido blanquecino.

Preparacion B: La base libre del Compuesto 1 (5 g) se suspendié en
heptanos (10 vol, 50 mL) a temperatura ambiente. Después de 4 dias, la
suspension densa se filtré para proporcionar un solido blanquecino.

Preparacion C: La base libre del Compuesto 1 (5.8 kg) se suspendid en
heptanos (10 vol) a temperatura ambiente. Después de 2 dias, la suspension
densa se filtr6 y se lavd con 2x2 vol de n-heptano para proporcionar 4.745 kg de la
Forma Il como un sélido blanquecino.

Preparacion D: La base libre del Compuesto 1 (5 g) se suspendi6é en agua.
Después de 4 dias, la suspension densa se filtr6 para proporcionar un solido
blanquecino. Preparacion de la Forma N de la base libre de GBT000440 a partir
de la Forma | o la Forma Il de la base libre de GBT000440

Procedimiento general: Agitar una suspension densa de la Forma | de la
base libre del Compuesto 1 en MTBE (4 vol) a temperatura ambiente durante al
menos 4 dias. Después de 4 dias, filtrar la suspensidén densa para proporcionar un
sélido blanquecino. Obtener un espectro de XRPD para confirmar que el polimorfo
se trataba del Material N.

Preparacion A: Siguiendo el procedimiento general anterior, se agitaron 27
g de la Forma | de la base libre del Compuesto 1 (48TRS079) en MTBE a 18-23

°C durante 4 dias. La DSC indicé que debia tratarse del Material N. Se aislaron
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22.2 g de un sélido de color crema (82% de recuperacion, pureza del 99.9 por
HPLC). El analisis por XRPD fue el esperado.

Preparacion B: Siguiendo el procedimiento general anterior, se agitaron 31
g de la Forma | de la base libre del Compuesto 1 en 3 vol de MTBE a 18-23 °C
durante 4 dias.

Preparacion C: La Forma | de la base libre del Compuesto 1 (13KWB023, 1
g) se suspendié en MTBE (5 vol) a temperatura ambiente. Se agregaron gérmenes
cristalinos del Material N (50 mg) a la suspension densa. Después de 4 dias, la
suspension densa se filtré para proporcionar un solido blanquecino. La DSC indicé
que el punto de fusién era el mismo que el del Material N.

Preparacion D: El objetivo de este experimento era convertir la Forma Il de
la base libre del Compuesto 1 en el Material N. Asi pues, la base libre del
Compuesto 1 (0.5 g) se agitd en 5 vol de éter di-n-propilico a 18-23 °C. Después
de 2 dias, la DSC se correspondia con el patrén observado para el Material N. El
analisis por XRPD confirm6 que se habia formado el Material N.

Preparacién E: A la Forma Il de la base libre del Compuesto 1 (5 g) se
afadio éter diisopropilico (5 vol, 25 mL) a temperatura ambiente. Después de 4
dias, la suspensién densa se filtr6 para proporcionar un sélido blanquecino. La
DSC indica que se trata del Material N.

Ejemplo 22: ExAmenes basados en disolventes preliminares

Se realizaron examenes rapidos basados en disolventes para intentar
determinar la forma mas estable de la base libre del Compuesto 1. El estudio
también proporciona una evaluacién preliminar de la propension de estos
materiales a existir en formas cristalinas diferentes. Los sdlidos generados se
observaron mediante microscopia de luz polarizada (PLM, por sus siglas en
inglés) y/o se analizaron por difraccion de rayos X en polvo (XRPD), comparando
los patrones de XRPD resultantes con patrones conocidos del Compuesto 1.

En los casos posibles, los patrones de XRPD se indexaron. La indexacion
es el proceso de determinacion del tamafio y la forma de la celda unitaria
cristalografica teniendo en cuenta las posiciones de los picos en un patron de
difraccion. El término adquiere su nombre de la asignacion de etiquetas de los
indices de Miller a picos individuales. La indexacion de XRPD tiene varios fines. Si
todos los picos en un patron estan indexados por una Unica celda unitaria, esta es
una prueba evidente de que la muestra contiene una Unica fase cristalina. Una vez
disponible la solucién de indexacion, se puede calcular el volumen de la celda
unitaria directamente y puede ser Util para determinar su estatus de solvatacion.

La indexacion también es una descripcion firme de una forma cristalina y
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proporciona un resumen conciso de todas las posiciones de los picos disponibles
para dicha fase en un punto de un estado termodinamico particular.

Se otorgaron designaciones de letras a materiales que exhiben patrones de
XRPD cristalinos unicos, basandose en la inspeccion visual de picos asociados
con estos materiales. La designacion de letras esta asociada en un principio con la
palabra “Material” si los datos de caracterizacién disponibles son insuficientes. La
nomenclatura se utiliza Unicamente para facilitar la identificacién de patrones de
XRPD unicos y no implica que se conozca la estequiometria, la pureza de la fase
cristalina o la pureza quimica del material. Los materiales se designan ademas
como formas con designaciones de numeros romanos (es decir, Material A de la
base libre = Forma | de la base libre), cuando se determinan la pureza de la fase
(obtenida mediante la indexacion del patréon de XRPD o la elucidacién de la
estructura monocristalina) y la identidad/pureza quimica (obtenida por
espectroscopia de RMN de protdn) del material.

Se identificaron tres materiales anhidros: Las Formas I, Il y el Material N. El
Material N parece ser la forma mas estable, en comparacién con las Formas | y Il,
a temperatura ambiente. El material N es enantiotrépico respecto a la Forma Il y
se transformara de forma reversible a una temperatura de transicién especifica
(que se estimé que era proxima a 42 °C). Por encima de la temperatura de
transicion, la Forma Il parece ser la forma mas estable, en comparaciéon con la
Forma | y el Material N.

Los materiales C y D se utilizan para identificar unos pocos picos de baja
intensidad adicionales observados en patrones de XRPD que estaban constituidos
predominantemente por la Forma | de la base libre del Compuesto 1 o0 mezclas de
Forma I-HCl y la Forma | de la base libre del Compuesto 1.

Ejemplo 23: Formas de ansolvatos anhidras

Forma |

La Forma | de la base libre es una fase anhidra metaestable de la base libre
gue se forma de inmediato a partir de la desproporcionacion de la sal clorhidrica
en agua. Se indexo con éxito un patron de XRPD representativo de la Forma | y el
volumen de la celda unitaria concuerda con la base libre anhidra. La comparacion
visual del patron de XRPD con el patron historico de la base libre proporcionado
indica que el material puede ser similar; sin embargo, el patrén historico parece
exhibir picos adicionales de una mezcla potencial.

El espectro de *H RMN concuerda con la estructura quimica del Compuesto
1. El desplazamiento quimico a aproximadamente 2.5 ppm se asigna al DMSO
(debido a protones residuales en el disolvente de RMN). Los picos que se podrian
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asociar con disolventes residuales no eran visibles, lo cual concuerda con el
volumen de la celda unitaria anhidra determinado a partir de la solucién de
indexacion anterior y el % de pérdida de peso insignificante observado mediante
TGA que se discute a continuacion.

Los datos de los termogramas (TG) muestran una pérdida de peso
insignificante, un 0.2%, hasta 100 °C, coherente con una forma anhidra. La DSC
exhibe una Unica endoterma con un inicio proximo a 97 °C (similar a lo que se
observa para la Forma IlI). La endoterma concuerda con una fusion por
microscopia en platina de calentamiento. Sin embargo, ciertos cambios en el
tamafio de particula y la birrefringencia fueron evidentes antes de la fusion; se
produjo un posible cambio de fase. Por consiguiente, si se produjo un cambio de
fase y se observd una endoterma similar a la de la Forma Il de la base libre, se
puede inferir que la fusion observada no es realmente de la Forma | sino de la fase
resultante, muy probablemente la Forma Il.

La isoterma de DVS indica que la Forma | no es higroscopica. Se
observaron un aumento y una pérdida de peso insignificantes, un 0.2%, por
sorcidn/desorciéon. Por XRPD, el material recuperado del experimento de DVS fue
predominantemente la Forma | de la base libre con unos pocos picos adicionales.
Los picos adicionales se denominaron Material D de la base libre. Se desconoce la
naturaleza del Material D; sin embargo, la aparicion de otra u otras fases indica
gue la Forma | probablemente no es estable en condiciones de humedad elevada
(a temperatura ambiente).

Forma Il

La Forma Il de la base libre es una fase anhidra de la base libre. La Forma
Il esta relacionada enantiotropicamente con el Material N, siendo esta la forma
termodinamicamente estable por encima de una temperatura de transicion
estimada de 42 °C. La Forma Il se puede generar en disolventes que no forman
solvatos conocidos; tales como heptano, IPE, MTBE o tolueno; mediante
conversiones de suspensiones densas a corto plazo de la Forma | (en las que la
cinética de cristalizacion retrasa la nucleacion de la forma mas estable) o
suspensiones densas a temperatura elevada (por encima de 42 °C). Se indexo6
con éxito un patron de XRPD representativo de la Forma Il y el volumen de la
celda unitaria concuerda con la base libre anhidra del Compuesto 1.

El espectro de *H RMN concuerda con la estructura quimica del Compuesto
1. El desplazamiento quimico a aproximadamente 2.5 ppm se asigna al DMSO
(debido a protones residuales en el disolvente de RMN). Los picos que se podrian

asociar con disolventes residuales no eran visibles, lo cual concuerda con el
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volumen de la celda unitaria anhidra determinado a partir de la solucién de
indexacion anterior y el % de pérdida de peso insignificante observado mediante
TGA que se discute a continuacion.

Los datos de los termogramas (TG) muestran una pérdida de peso
insignificante, un 0.1%, hasta 100 °C, coherente con una forma anhidra. La DSC
exhibe una unica endoterma (80.1 J/g) con un inicio proximo a 97 °C.

La Forma Il permanecio invariable después de 7 dias en almacenamiento
en condiciones ambientales, mediante un reanalisis por XRPD. La forma se sabe
gue es termodinamicamente metaestable, en comparacion con el Material N, en
estas condiciones; sin embargo, la cinética de conversion del polimorfo puede ser
lenta en condiciones ambientales en el estado solido.

Material N

El Material N de la base libre es una fase anhidra de la base libre. El
Material N est& relacionado enantiotropicamente con la Forma I, siendo este la
forma termodindmicamente estable por debajo de una temperatura de transicion
estimada de 42 °C. Dada la oportunidad, el Material N se puede generar mediante
suspensiones densas en disolventes que no forman solvatos conocidos; tales
como heptano, IPE, MTBE o tolueno; a temperaturas por debajo de 42 °C. El
siguiente es un ejemplo de un procedimiento a escala de laboratorio empleado
para generar el Material N de la base libre.

e Se pusieron en contacto 53.0 mg de la Forma | de la base libre con 2
mL de una solucion de IPE/base libre (concentracion de 13 mg/mL). Se introdujo
un iman de agitacion y la muestra se suspendié durante 7 dias a temperatura
ambiente. La solucién se decanté de la muestra y los sélidos remanentes se
secaron brevemente en atmoésfera de nitrégeno. Los datos de caracterizaciéon
indican que el Material N es una fase cristalina unica.

El espectro de *H RMN concuerda con la estructura quimica del Compuesto
1. El desplazamiento quimico a aproximadamente 2.5 ppm se asigna al DMSO
(debido a protones residuales en el disolvente de RMN). Los picos que se podrian
asociar con disolventes residuales no eran visibles, lo cual concuerda con el % de
pérdida de peso insignificante observado por TGA que se discute mas adelante.

Los datos de los termogramas (TG) muestran una pérdida de peso
insignificante, un 0.2%, hasta 100 °C, coherente con una forma anhidra. La DSC
exhibe una Unica endoterma (82.8 J/g) con un inicio a 94 °C.

Determinacion tentativa de la relacion termodinamica entre las Formas |, Il y

el Material N de la base libre
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Los datos de caracterizacion indican que las Formas I, Il y el Material N son
fases cristalinas unicas; sin embargo, Unicamente los patrones de XRPD de las
Formas | y Il se indexaron con éxito para confirmar la pureza de las fases. Por
tanto, cualquier relacion termodinamica propuesta entre estos materiales es una
hipotesis de trabajo, en la que se asume la pureza de la fase del Material N.

La transicion fasica de soélidos puede ser termodinamicamente reversible o
irreversible. Las formas cristalinas que se transforman de forma reversible a una
temperatura de transicion especifica (T,) se denominan polimorfos
enantiotrépicos. Si las formas cristalinas no son interconvertibles en estas
condiciones, el sistema es monotrépico (una forma termodinamicamente estable).
Se han desarrollado varias reglas para predecir la estabilidad termodindmica
relativa de los polimorfos y si la relacion entre los polimorfos es enantiotropica o
monotropica. En este estudio se aplica la regla del calor de fusién. La regla del
calor de fusion establece que si la forma con un punto de fusion mas alto tiene el
calor de fusibn menor, entonces las dos formas son enantiotropicas, en el caso
contrario son monotropicas

El Material N parece ser la forma mas estable, en comparacion con las
Formas | y Il, a temperatura ambiente. Sobre la base de los calores de fusién y las
fusiones determinados por DSC, el Material N es enantiotropico respecto a la
Forma Il y se transformard de forma reversible a una temperatura de transicion
especifica (TN"). Debido al posible cambio de fase de la Forma | en la Forma II
que se produjo antes de la endoterma observada en la DSC, la relacion de la
Forma | con el Material N o con la Forma Il no se puede determinar de un modo
concluyente por la regla del calor de fusién. Sin embargo, mediante varias
suspensiones de interconversion, se demostr6 que la Forma | es la forma
termodinamicamente menos estable a temperaturas comprendidas entre 6 °C y
™! Ademas, asumiendo que la Forma | se convierte de forma espontanea en la
Forma Il en la DSC a temperaturas elevadas (antes de la fusion observada), se ha
de deducir que la Forma Il también es mas estable que la Forma | por encima de
TN—II.

Ejemplo 24: Temperatura de transicion estimada

La temperatura de transicion estimada entre dos formas
enantiotrépicamente relacionadas se puede calcular a partir de sus inicios de la
fusion y calores de fusién sobre la base de la ecuacidbn que se muestra a

continuacion.
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T - AH¢ 5 - AHg ) +(Cpig —Cp.) (Try1 - T 2)
P AHpj; AHg g

- +(Cppig = Cp1):In| =
Ty Ty Cpiig=Cpi Try

Donde
(Cp.liq_cp.l):k'AHf.l ¥ k=0.005

Entre el Material N y la Forma Il, la ecuacion estima una temperatura de
transicion de 42 °C. Para resumir, a continuacion se muestra la estabilidad relativa

de las formas de mas a menos estable.

Rango de Estabilidad .
. Comentarios
temperatura* relativa
Por debajo de 6 NS No se establecen relaciones con la Forma |
>
°C por debajo de esta temp.

Entre6°Cy TV [N>1I>| -

Por encima de T No se establece relacion entre la Forma | y

' (H>N)y (I>1) . :
el Material N por encima de esta temp.

*TNT se estima que es proxima a 42 °C

Ejemplo 25: Diagrama de energia-temperatura

El diagrama de energia-temperatura de la FIG. 17 es una solucion grafica
semicuantitativa de la ecuacién de Gibbs-Helmholtz, en la que las isobaras de
entalpia (H) y energia libre (G) de cada forma se representan como una funcién de
la temperatura.

Ejemplo 26: Experimentos de suspensiones de interconversion
competitivos

Se realizaron experimentos de interconversion para apoyar la relacion
termodinamica entre polimorfos ilustrados por el diagrama de energia-temperatura
anterior. Los experimentos de suspensiones competitivos o de interconversion son
un proceso mediado por una solucion que proporciona una via para que un cristal
menos soluble (mas estable) crezca a expensas de la forma cristalina mas soluble.
Aparte de la formacion de un solvato o la degradacion, el polimorfo mas estable
resultante de un experimento de interconversibn se contempla que es
independiente del disolvente empleado ya que el polimorfo termodindmicamente
mas estable tiene una energia menor y, por lo tanto, una solubilidad menor. La
eleccion del disolvente afecta a la cinética de la conversién entre polimorfos y no a

la relacidon termodinamica entre formas polimoérficas.




55

Los resultados de los estudios de interconversion concuerdan con el
diagrama de energia-temperatura tentativo que se muestra en la presente. Se
prepararon suspensiones densas binarias a temperatura ambiente, 6 y 57 °C
utilizando las Formas | y Il. La Forma Il fue el resultado de la mayoria de estos
experimentos, lo cual confirma que la Forma Il es mas estable que la Forma |
dentro de este rango de temperatura.

Algunos de los experimentos llevados a cabo a temperatura ambiente y 6
°C dieron como resultado el Material N. Aunque esto no proporciona una
clarificacion especifica entre las Formas | y I, proporciona pruebas de que el
Material N es la forma mas estable en comparacién con las Formas | y Il a estas
temperaturas (en experimentos llevados a cabo por debajo de la temperatura de
transicion estimada de 42 °C). Se prepararon suspensiones adicionales de
interconversion entre la Forma Il y el Material N a temperaturas que abarcan esta
temperatura de transicion estimada y confirman que la Forma Il y el Material N
estan enantiotropicamente relacionados.

Ejemplo 27: Resonancia magnética nuclear en estado sélido

Se adquirieron espectros de *C y ®N para las tres formas polimoérficas:
Forma I, Forma Il y Material N. Remitase a las FIGS. 10 y 11. Los espectros se
adquirieron a 253K para evitar que se produjeran transiciones a temperaturas
bajas durante la medicién y se optimizaron los parametros de la adquisicién para
cada forma polimoérfica.

Basandose en la resonancia magnética nuclear en estado sélido, las tres
formas son cristalinas y son formas polimorficas diferentes. La Forma | contiene
una molécula por unidad asimétrica, la Forma Il contiene dos moléculas por
unidad asimétrica y la Forma N contiene cuatro moléculas por unidad asimétrica.
Remitase a los espectros de N de la FIG. 11.

Ejemplo 28: Evaluacion de la estabilidad quimica y fisica de la Forma |
de la base libre del Compuesto 1

Se expuso una mezcla constituida predominantemente por la Forma | de la
base libre (con el Material D de la base libre) a condiciones de estabilidad para
evaluar su estabilidad fisica y quimica. Se utilizaron tres condiciones; abierta hasta
25 °C/60% de HR, abierta hasta 40 °C/75% de HR y cerrada hasta 60 °C. La
estabilidad fisica se evalué por XRPD. La estabilidad quimica se determind por
UPLC y *H RMN, segn procedié. Se evaluaron los materiales después de 1, 7'y
14 dias de exposicion.

Estabilidad quimica de la Forma | de la base libre



56

Para la muestra de la estabilidad de la base libre, la UPLC mostr6 unos
niveles muy bajos de impurezas presentes. El nivel de impurezas no aumento
significativamente después de 14 dias de maduracion. Esto podria parecer
indicativo de una buena estabilidad quimica frente a las condiciones empleadas
para evaluar la estabilidad. Los espectros de *H RMN de muestras expuestas a 60
°C (14 dias) también concordaron con esta conclusion.

Estabilidad fisica de la Forma | de la base libre

La base libre del Compuesto 1 permanecid inalterada, por XRPD, a 25
°C/60% de HR. Sin embargo, se observaron diferencias en las otras dos
condiciones. Se dejaron de observar los pocos picos minoritarios atribuidos al
Material D de la base libre, lo cual indica que el Material D es metaestable y no se
mantiene a temperaturas elevadas. Ademas, se observo la Forma 1l de la base
libre después de 7 dias de maduracion. Esto concuerda con las conclusiones que
se discuten en la presente, en las que la Forma Il de la base libre es méas estable
que la Forma | de la base libre a estas temperaturas.

Ejemplo 29: Evaluacion de la estabilidad fisica de la Forma Il y el
Material N (Forma N) de la base libre del Compuesto 1

La DSC se modul6 con una velocidad de calentamiento subyacente baja,
seguida por difraccion de rayos X en polvo. Se utilizd6 una velocidad de
calentamiento subyacente baja de 0.02 °C min™. La temperatura fue de 80 °C para
la Forma N y 90 °C para la Forma Il. La exposicion fue esencialmente isotérmica,
cubriendo un rango de temperatura con sensibilidad para detectar cambios en la
forma fisica. Los materiales resultantes se examinaron por difraccion de rayos X
en polvo. No se observaron cambios en la forma fisica para la Forma Il polimérfica
ni la Forma N polimorfica (es decir, el material N).

Las Formas Il y N se expusieron a 40 °C/75% de humedad relativa (HR), 80
°C, 80 °C/80% de HR durante 9 dias, seguidos de la difraccion de rayos X en
polvo. No se observaron cambios en la forma fisica para la Forma Il polimorfica ni
la Forma N polimoérfica.

La barrera termodinamica para la interconversion entre la Forma Il y la
Forma N polimoérficas es alta, y la estabilidad fisica es buena para ambas formas.
Es poco probable que se produzca una interconversion inducida térmicamente
entre la Forma Il y la Forma N.

Ejemplo 30: La estabilidad termodinamica relativa de las Formas N y Il
polimorficas.

Se llevaron a cabo estudios de maduracion mediada por disolvente
prolongada con mezclas 1:1 p/p de la Forma Il y la Forma N polimoérficas. El
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hexano proporcioné un buen medio para las evaluaciones de los disolventes. Las
temperaturas empleadas incluyen -20 °C, -10 °C, 0 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C
y 50 °C. Se observo un aumento significativo de la solubilidad a 30 °C, 40 °C y 50
°C. Se analizaron solidos derivados de la maduracion a -20 °C, -10 °C, 0 °C, 10
°C, 20 °C por difractometria de rayos X en polvo. En cada caso, se observo una
conversion significativa en la Forma N.

La Forma N es termodindmicamente mas estable que la Forma Il a
temperaturas menores o iguales a 20 °C. Es probable que una relacion
enantiotrépica entre las dos formas exhiba equivalencia en la estabilidad
termodinamica a ca. 30-40 °C..

Ejemplo 31: Morfologia de la Forma N

Un examen inicial de un lote de la Forma N polimérfica indica que tiene una
morfologia acicular.

Aunque esta invencion se ha descrito junto con realizaciones y ejemplos
especificos, sera evidente para un experto en la técnica, en lo que respecta a sus
conocimientos y a esta exposicion, que los equivalentes de los materiales y
meétodos descritos especificamente también seran aplicables a esta invencion; y
se pretende que tales equivalentes queden incluidos dentro de las siguientes
reivindicaciones.

Se hace constar que con relaciéon a esta fecha, el mejor método conocido
por la solicitante para llevar a la practica la citada invencion, es el que resulta claro

de la presente descripcion de la invencion.
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