PRODUCION DE UN SOLVATO CRSITALINO DE (S)-AFOXOLANER Y
COMPOSICIONES PESTICIDAS DEL MISMO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion provee un novedoso solvato cristalino de (S)-
afoxolaner con tolueno.
REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud
Provisional de los EE.UU. No. 62/319.207, presentada el 6 de abril de 2016, que
se incorpora aqui como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los animales, tales como mamiferos y aves, a menudo son susceptibles
de sufrir infestaciones/infecciones por parasitos. Dichos parasitos pueden ser
ectoparasitos, como por ejemplo insectos, y endoparasitos tales como filarias y
otros gusanos. Los animales domesticados, tales como gatos y perros, a menudo
estan infestados con uno o mas de los siguientes ectoparasitos:

-pulgas (por ejemplo, Ctenocephalides spp., tal como Ctenocephalides
felis y semejantes);

-garrapatas (por ejemplo, Rhipicephalus spp., Ixodes spp., Dermacentor
spp., Amblyoma spp. y semejantes);

-acaros (por ejemplo, Demodex spp., Sarcoptes spp., Otodectes spp. y
semejantes);

-piojos (por ejemplo, Trichodectes spp., Cheiletiella spp., Linognathus
spp. Yy semejantes);

-mosquitos (Aedes spp., Culex spp., Anopheles spp. y semejantes); y



- moscas (Haematobia spp., Musca spp., Stomoxis spp., Dermatobia spp.,
Cochliomyia spp. y semejantes).

Las pulgas constituyen un problema particular porque no sélo afectan
adversamente la salud del animal o ser humano, sino que también causan un
gran estrés psicologico. Ademas, las pulgas también son vectores de agentes
patdogenos en animales y seres humanos, como por ejemplo la tenia del perro
(Dipilidium caninum).

De manera similar, las garrapatas también son perjudiciales para la salud
fisica y psicolégica de un animal o humano. Sin embargo, el problema mas grave
asociado con las garrapatas es que son el vector de agentes patégenos tanto en
humanos como en animales. Las principales enfermedades que causan las
garrapatas incluyen borreliosis (enfermedad de Lyme causada por la Borrelia
burgdorferi), babesiosis (o piroplasmosis causada por las Babesia spp.) Yy
rickettsiosis (también conocida como la fiebre maculosa de las Montafas
Rocosas). Las garrapatas también liberan toxinas que causan inflamacion o
paralisis en el huésped. En ocasiones, estas toxinas son fatales para el huésped.

Del mismo modo, los animales de granja también son susceptibles a sufrir
infestaciones de parasitos. Por ejemplo, el ganado es afectado por un gran
numero de parasitos. Un parasito que es muy frecuente entre los animales de
granja es la garrapata de género Rhipicephalus (Boophilus), especialmente las
de la especie microplus (garrapata del ganado), decoloratus y annulatus. Las
garrapatas, como por ejemplo la Rhipicephalus (Boophilus) microplus, son
particularmente dificiles de controlar porque viven en el pasto donde se
alimentan los animales de granja.

Los animales y seres humanos también padecen infestaciones por



endoparasitos que incluyen, por ejemplo, a la helmintiasis que mas
frecuentemente es causada por un grupo de gusanos parasitos clasificados
como cestodos (tenias), nematodos (gusanos redondos) y trematodos (gusanos
planos o duelas). Estos parasitos afectan adversamente la nutricién del animal y
causan perdidas economicas severas en cerdos, ovejas, caballos y ganado, y
también afectan a los animales domésticos y aves de corral. Otros parasitos que
se encuentran en el tracto gastrointestinal de los animales y seres humanos
incluyen Ancylostoma, Necator, Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Capillaria,
Toxocara, Toxascatris, Trichuris, Enterobius y parasitos que se encuentran en la
sangre o en otros tejidos y 6rganos, tales como filarias y la etapas extra-
intestinales de Strogyloides, Toxocaray Trichinella.

Recientemente, se ha demostrado que el isoxazol y los compuestos que
contienen isoxazolina son eficaces contra los parasitos que dafian a los
animales. Por ejemplo, en US 7.964.204 y US 8.410.153 (de DuPont, que se
incorporan aqui como referencia) se divulgan compuestos de isoxazolina de
acuerdo con la siguiente Formula (1), que son activos contra los ectoparasitos

y/o endoparasitos.
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Un compuesto de isoxazolina particularmente activo, 4-[5-[3-cloro-5-

(trifluorometil)fenilo]-4,5-dihidro-5-(trifluorometil)-3-isoxazolil]-N-[2-0x0-2-[(2,2,2-



trifluoroetil)amino]etilo]-1-naftalenocarboxamida, se conoce con el nombre de

afoxolaner. El afoxolaner tiene la siguiente estructura quimica:
0]
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Otros compuestos de isoxazolina que se ha descubierto que son
altamente activos contra insectos parasitos y aracnidos se conocen por sus
nombres no registrados: fluralaner (véase US 7.662.972, que se incorpora como
referencia), sarolaner (véase US 8.466.15, que se incorpora como referencia) y
lotilaner (véase, por ejemplo US 8.383.659, que se incorpora como referencia).
Las estructuras de estos compuestos se muestran a continuacion:
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Lotilaner

Ademas, las solicitudes de patente publicadas numeros US
2010/0254960 A1, WO 2007/070606 A2, WO 2007/123855 A2, WO
2010/003923 A1, US7951828 & US7662972, US 2010/0137372 A1, US
2010/0179194 A2, US 2011/0086886 A2, US 2011/0059988 A1, US
2010/0179195 A1 y WO 2007/075459 A2 y la Patente de los EE.UU. nimero
7.951.828 (todas las cuales se incorporan aqui como referencia) describen
otros diversos compuestos de isoxazolina parasiticidas.

En el campo que los compuestos de isoxazolina, se sabe que tienen un
atomo de carbono cuaternario quiral tal como el atomo de carbono adyacente
al oxigeno en el anillo de los compuestos de isoxazolina que se describid
previamente, tienen por lo menos dos isémeros 6pticos (enantidmeros) que son

imagenes especulares entre si. Ademas, a veces uno de los enantiomeros de



los compuestos biolégicamente activos es mas activo que el otro enantiomero.
Ademas, a veces un enantidmero de un compuesto biolégicamente activo es
menos toxico que el otro enantiomero. Por lo tanto, con los compuestos
Opticamente activos es deseable utilizar el enantiomero que es mas activo y
menos téxico (eutdmero). Sin embargo, el aislamiento del enantidmero mas
activo de una mezcla puede ser costoso y dar lugar al desperdicio de hasta la
mitad de la mezcla racémica preparada.

Se han descrito los procesos para preparar ciertos compuestos de
isoxazolina enriquecidos en un enantiomero usando algunos catalizadores de
transferencia de fase derivados de alcaloides de cinchona. Por ejemplo, los
documentos US 2014/0206633 A1, US 2014/0350261 A1, WO 2013/116236 A1
y WO 2014/081800 A1 (que se incorporan aqui como referencia) describen la
sintesis de ciertos agentes activos de isoxazolina enriquecidos en un
enantiomero usando catalizadores de transferencia de fase quirales basados en
alcaloides de cinchona. Ademas, Matoba et al., Angew. Chem. 2010, 122, 5898-
5902 describe la sintesis quiral de ciertos agentes activos de isoxazolina
plaguicidas. Sin embargo, estos documentos no describen a los procesos ni a
ciertos catalizadores que se describen en el presente documento.

INCORPORACION A MODO DE REFERENCIA

Cualquiera de las solicitudes anteriores y todos los documentos citados
en las mismas o durante su tramitacion (“documentos citados en la solicitud”) y
todos los documentos citados o a los cuales se hace referencia en los
documentos citados en la solicitud, y todos los documentos citados o a los cuales
se hace referencia en la presente (“documentos citados en la presente”) y todos

los documentos citados o a los cuales se hace referencia en los documentos



citados en la presente, junto con cualquier instruccion del proveedor,
descripciones, especificaciones de producto y prospectos de producto para
cualquiera de los productos mencionados en la presente o en cualquier
documento incorporado a modo de referencia en la presente, se incorporan en
la presente a modo de referencia, y se pueden emplear en la practica de la
invencion.

La cita o identificacion de cualquier documento en esta solicitud no
constituye un reconocimiento que dicho documento constituya un tema del arte
anterior para la presente invencion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidon se refiere a procesos para la preparacion de
compuestos antiparasitarios de isoxazolina enriquecidos enantioméricamente.
En una forma de realizacion, la invencién provee un proceso para la preparacion

de un compuesto de isoxazolina con la siguiente formula:
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(S)-afoxolaner

En otra forma de realizacién, la invencién provee una forma de solvato
cristalino con tolueno de (S)-afoxolaner preparado por cristalizacion del

compuesto desde tolueno o una mezcla de solventes que contiene tolueno.



También se prevé el uso de otros solvatos del enantidmero (S) de los
compuestos de isoxazolina de féormula (I) de la invencién con solventes
aromaticos tales como etilbenceno, xilenos, clorobenceno, o-diclorobenceno,
fluorobenceno, anisol y mesitileno.

En otras formas de realizacion, la invencidn provee composiciones
veterinarias antiparasitarias que comprenden los compuestos de férmula (1)
enriquecidos en el enantiomero (S) y métodos y usos de los compuestos vy
composiciones para tratar y prevenir infestaciones parasitarias o infecciones en
animales. También se incluyen composiciones, métodos y usos agricolas que
comprenden a los compuestos de férmula (l) enriquecidos en el enantidmero (S)
para combatir plagas animales y proteger cultivos y plantas de dichas plagas.

Un objeto de la invencion es que no abarca en la misma a ningun producto
conocido previamente, ni a ningun proceso para elaborar el producto o un
método de uso del producto, de modo tal que los Solicitantes se reservan el
derecho y por la presente excluyen cualquier producto, proceso o meétodo
conocido previamente. Se hace notar ademas que la invencion no pretende
abarcar dentro del alcance de la misma ningun producto, proceso o elaboracién
del producto o método de uso del producto, que no cumpla con la descripcidn
escrita y los requerimientos de habilitacion de USPTO (35 U.S.C. §112, primer
parrafo) o EPO (Articulo 83 de EPC), de modo tal que los Solicitantes se reservan
el derecho y por la presente excluyen cualquier producto conocido previamente,
un proceso de elaboracion de dicho producto o método de uso del producto.

Dichas formas de realizacion y otras se divulgan o son obvias al ver la

siguiente descripcion detallada y son abarcadas por la misma.



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La siguiente descripcion detallada, que se da a manera de ejemplo, pero
sin intenciones de limitar la invencion solo a las formas de realizacién especificas
descritas, se pueden comprender mejor en conjunto con las figuras adjuntas,
donde:

La Figura 3 muestra los espectros de #1H RMN del solvato con tolueno
del (S)-afoxolaner preparado en el Ejemplo 7 en DMSO-d.

La Figura 5 muestra el cromatograma de HPLC quiral del afoxolaner
usando el método de HPLC segun se describe en el Ejemplo 3.

La Figura 6 muestra el cromatograma de HPLC quiral del (S)-afoxolaner
preparado en el Ejemplo 7 usando el método de HPLC segun se describe en el
Ejemplo 3.

La Figura 7 muestra los perfiles combinados de TGA y DSC del solvato
cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno segun se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 8 muestra el patrén de difraccidn de rayos X en polvo del solvato
cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno segun se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 9 muestra la estructura de un unico cristal por rayos X del
solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno.

La Figura 10 muestra la estructura molecular del (S)-afoxolaner
determinada usando el software Cerius 2.

DESCRIPCION DETALLADA

En una forma de realizacién, al aislar el producto por cristalizacion desde
un solvente aromatico se obtiene como resultado una forma sélida de solvato
cristalino con el solvente aromatico del enantiomero que se desea aislado que

da como resultado una sorprendente purificacién del enantiomero que se desea
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desde la mezcla de reaccion porque el compuesto racémico no da la forma
solvato.

En una forma de realizacion, el (S)-afoxolaner se cristaliza desde tolueno,
etilbenceno, xilenos, clorobenceno, o-diclorobenceno, fluorobenceno, anisol o
mesitileno, o una mezcla de los mismos, 0 una mezcla de solventes que
comprende a uno de dichos solventes. En una forma de realizacion preferida, el
producto se cristaliza desde tolueno o una mezcla de solventes que comprende
tolueno.

Los compuestos antiparasitarios afoxolaner, fluralaner, sarolaner vy
lotilaner tienen un atomo de carbono cuaternario asimétrico en el anillo
isoxazolina. Uno de los enantiomeros de cada uno de dichos compuestos es
sustancialmente mas activo contra los ectoparasitos tales como las pulgas y
garrapatas que el otro enantiomero. Con respecto al afoxolaner, el enantiomero
(S) es el enantidmero mas activo. El saronaler es el enantidmero (S) puro, el
lotilaner es el enantiomero (S) puro, y se cree que el enantiomero (S) del
fluralaner es también el enantiomero mas activo.

(S)-afoxolaner se puede purificar desde la mezcla cruda usando métodos
conocidos en el arte. En una forma de realizacién, se puede cristalizar una
solucion de la mezcla de reaccion desde un solvente apropiado para obtener el
producto purificado. El producto puro se puede cristalizar o recristalizar usando
métodos conocidos en el arte que incluyen, pero de manera no taxativa, a: enfriar
una solucién del producto crudo en un solvente apropiado (0 una mezcla de
solventes) hasta que el producto comience a cristalizar, agregado de un anti-
solvente (0 una mezcla de solventes) en el cual el producto tenga una baja

solubilidad, y otros métodos similares. En una forma de realizacion, el producto
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se puede cristalizar por agregado del solvente de cristalizacion que se desee a
la mezcla del producto crudo mientras se destila la mezcla, opcionalmente al
vacio, para intercambiar el solvente de reaccion por el solvente de cristalizacion
hasta haber eliminado una cantidad suficiente de la mezcla de solvente de
reaccion/solvente y reemplazarla por el solvente de cristalizacién que se desea
(o una mezcla de solventes). Luego, la mezcla se puede concentrar mas hasta
obtener la concentracion apropiada. Como se sabe en el arte, es deseable
ajustar la concentracién del producto en el solvente /mezcla de solventes de
cristalizacién de manera tal que la concentracion sea mayor que la concentracion
de saturacion a la temperatura a la cual cristalizara el producto (por ejemplo
después del enfriamiento) pero por debajo de la concentracion de saturacion a
alta temperatura (por ejemplo en solucion). Una vez que llega a estar presente
una cantidad suficiente de solvente de cristalizacion y que la concentracion del
producto es apropiada, se pueden agregar a la mezcla unos cristales de siembra
del producto a una temperatura apropiada para inducir la cristalizacion cuando
se enfrie la mezcla. Dichos procesos son bien conocidos por las personas con
experiencia en el arte.

En una forma de realizacion, el producto se puede cristalizar o recristalizar
desde un solvente aromatico. Se pueden utilizar diversos solventes aromaticos
para cristalizar o recristalizar el producto. Dichos solventes incluyen a aquellos
solventes aromaticos que en el arte se sabe que son aceptables para utilizar en
la elaboracién de agentes farmacéuticamente activos incluyendo, pero de
manera no taxativa, a: tolueno, etil benceno, clorobenceno, xilenos (mezcla de
isbmeros o isdmeros puros), anisol, y otros similares. En una forma de

realizacion preferida, el producto se puede cristalizar o recristalizar desde
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tolueno. En una forma de realizacidon, el producto se puede cristalizar o
recristalizar desde etil benceno. En aun otra forma de realizacion, el producto se
puede cristalizar o recristalizar desde clorobenceno. En otra forma de
realizacion, el producto se cristaliza o recristaliza desde anisol. En otra forma de
realizacion, el producto se cristaliza o recristaliza desde xilenos. También es
posible cristalizar el producto desde benceno, aunque esto no se prefiere debido
a los problemas de toxicidad relacionados con dicho solvente.

En una forma de realizacion, el producto se puede cristalizar o recristalizar
desde mezclas de solventes que comprenden un solvente polar en el cual es
soluble el producto y un solvente no polar en el cual el producto no es muy
soluble. En otra forma de realizacion, el producto se puede cristalizar o
recristalizar desde hexanos, heptano, ciclohexano y otros similares. En una
forma de realizacioén, la recristalizacién del producto que se aisla como solvato
con un solvente aromatico (por ejemplo solvato con tolueno) se puede
recristalizar con una combinacién de solventes polar/no polar para purificar
adicionalmente el producto y/o para eliminar el componente de solvente
aromatico del solvato. En aun otra forma de realizacién, el producto se puede
cristalizar o recristalizar desde una mezcla de solventes, incluyendo a las
mezclas que comprenden un solvente aromatico, un solvente alifatico, un
solvente alcohol, un solvente éter, un solvente éster, y otros similares, o una
mezcla de los mismos. Los alcoholes apropiados incluyen, pero de manera no
taxativa, a: alcoholes C4-Cg alifaticos tales como etanol, isopropanol, 1-propanal,
1-butanol, sec-butanol, y otros similares.

En una forma de realizacion, el producto se puede cristalizar o recristalizar

desde una mezcla de un solvente aromatico y un solvente alifatico. En otra forma
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de realizacion, el producto se puede cristalizar o recristalizar desde una mezcla
de un solvente alifatico y un solvente alcohol. En aun otra forma de realizacién,
el producto se puede cristalizar o recristalizar desde una mezcla de un solvente
aromatico y un solvente alcohol. En una forma de realizacién, el producto se
puede cristalizar o recristalizar desde una mezcla de un solvente cicloalquilo y
un solvente alcohol. En otra forma de realizacion, el producto se puede cristalizar
o recristalizar desde una mezcla de un solvente cicloalquilo y un solvente C4-Cg
alcohol. En una forma de realizacién, el producto se puede cristalizar o
recristalizar desde una mezcla de hexanos/etanol, tolueno/ciclohexano,
tolueno/hexanos, tolueno/heptano, ciclohexano/etanol o tolueno/etanol, y otros
similares. Para las personas con experiencia en el arte sera evidente que la
proporcion de cada solvente en las combinaciones de solvente se ajustara para
obtener una combinacion de solventes en la cual el producto es razonablemente
soluble a las mayores temperaturas pero no muy soluble cuando se enfrie la
mezcla. La proporcidon de los solventes se puede ajustar para reducir la
solubilidad del producto en el tiempo apropiado. Por ejemplo, una vez que el
solido se ha disuelto se puede agregar una cantidad adicional del solvente mas
pobre de una mezcla para llevar a la solucidén mas cerca del punto de saturacion.
Por supuesto, para una persona con experiencia sera evidente que el producto
se puede recristalizar una o0 mas veces desde un solvente/mezcla de solventes
apropiado para mejorar la pureza del producto, de ser necesario.

En una forma de realizacion de la invencién, el enantiomero (S) de
afoxolaner preparado por el proceso de la invencidn se cristaliza desde tolueno
para producir cristales de muy alta pureza. Sorprendentemente se descubrié que

el enantidmero (S) del afoxolaner forma un solvato cristalino con tolueno (véase
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el ejemplo 12) mientras que el afoxolaner racémico no lo hace. Debido a esta
caracteristica, la cristalizacién del enantidmero (S) que se desea desde tolueno
dio como resultado una mejora significativa de la pureza enantiomérica del
producto en comparacion con la proporcion de enantiomeros en la mezcla de
reaccion completa. También se pudo realizar la cristalizaciéon selectiva de (S)-
afoxolaner con otros solventes aromaticos (por ejemplo anisol, clorobenceno,
etc.). Esto es sorprendente porque tipicamente un enantibmero se no
enriquecera respecto del otro enantiomero a no ser que la cristalizacion se
realice usando un sistema quiral en el cual haya preferencia por un enantiomero
respecto del otro. Se conocen cristalizaciones de este tipo usando, por ejemplo,
bases quirales cuando el producto quiral es un acido. Sin embargo, es muy
sorprendente que la cristalizacién de un enantiomero desde un solvente no quiral
tal como el tolueno no solo da como resultado la purificaciéon del producto (por
ejemplo la eliminacion de impurezas de reaccién y materias primas no quirales)
pero también da como resultado el enriquecimiento del enantiomero que se
desea.

La cristalizacion de los compuestos de isoxazolina enantioméricamente
puros de la invencion que se desean desde un solvente apropiado incluyen, pero
de manera no taxativa, a aquellos descritos anteriormente se puede realizar
usando un cambio de solvente del solvente de la reaccion al solvente que se
utiliza para la cristalizacion en un volumen apropiado por destilacion,
opcionalmente al vacio, como saben aquellos con experiencia en el arte. En una
forma de realizacién, la mezcla de reaccién que fue sometida al trabajo habitual
se puede concentrar hasta un volumen tal como entre aproximadamente 0,5 y

30 volumenes en base al compuesto de formula (I1). Mas tipicamente, la mezcla
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de reaccion que fue sometida al trabajo habitual se puede concentrar hasta un
volumen de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 o entre
aproximadamente 2 y 10 volumenes. En otras formas de realizacién, la mezcla
de reaccidon se puede concentrar hasta entre aproximadamente 1 vy
aproximadamente 5 volumenes, entre aproximadamente 1 y aproximadamente
3 volumenes o entre aproximadamente 1 y aproximadamente 2 volumenes.
Una vez que se ha eliminado una cantidad apropiada del solvente de
reaccion, se agrega una cantidad apropiada del solvente de cristalizacion y el
volumen de la mezcla se ajusta por destilacion (opcionalmente al vacio) hasta
un volumen apropiado (opcionalmente con agregado de una cantidad adicional
del solvente de cristalizacion) de manera tal que el producto se separara por
cristalizacién de la solucién al enfriar. En principio, el volumen en que se obtiene
producto no es crucial; sin embargo, una cantidad demasiado grande de solvente
en la cristalizacion puede hacer que ocurran mayores pérdidas de producto en
las aguas madre. Por otro lado, la cristalizacién del producto desde una mezcla
demasiado concentrada puede hacer que se obtenga un producto de menor
calidad. El volumen de la mezcla de precristalizacion depende de la solubilidad
del producto en el solvente de cristalizaciéon. En una forma de realizacién, el
volumen de precristalizacion puede ser de entre aproximadamente 1 volumen y
aproximadamente 30 volumenes. En algunas formas de realizacion, el volumen
de la mezcla de precristalizacion puede ser de entre aproximadamente 1
volumen y aproximadamente 20 volumenes o entre aproximadamente 1 volumen
y aproximadamente 10 volumenes. Mas tipicamente, el volumen de la mezcla de
precristalizacion puede ser de entre aproximadamente 2 volumenes vy

aproximadamente 10 volumenes, entre aproximadamente 3 volumenes y
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aproximadamente 8 volumenes o entre aproximadamente 4 volumenes y
aproximadamente 7 volumenes. En una forma de realizacién, el volumen de la
precristalizacion puede ser de aproximadamente 5-6 volumenes antes de enfriar
la mezcla.

Cuando la mezcla de precristalizacion se enfria lentamente, el producto
que se desea se separa de la solucidn por cristalizacion y se puede aislar por
filtracion. Como siempre hay cierta cantidad del enantiomero que no se desea,
con ciertos compuestos de isoxazolina es posible que el enantidmero que no se
desea o el compuesto racémico se puedan separar por cristalizacion de la
soluciéon mas rapidamente que el enantiomero que se desea. Por ejemplo, en
una forma de realizacién de la invencién para la sintesis de (S)-afoxolaner se
descubrié que el afoxolaner racémico se separaba cristalizando (no solvatado)
de la solucién de tolueno mas rapidamente que el enantidmero (S) puro. Los
cristales del afoxolaner racémico tienen un mayor punto de fusiéon que los
cristales del enantiomero (S) que es un solvato. Por lo tanto, los cristales del
compuesto racémico se pueden eliminar llevando la temperatura de la mezcla a
una temperatura donde el compuesto racémico se separa de la solucion
cristalizando y luego separando por filtracion el sélido para dar el enantiomero
que se desea en solucion. Se puede agregar una siembra del enantiomero que
no se desea o del compuesto racémico para inducir la cristalizacion de dichos
compuestos. Una vez que se ha separado la mayor parte del compuesto
racémico, el volumen del filtrado se puede ajustar adicionalmente (por ejemplo
por destilacion o agregado de mas solvente de cristalizacion) y la solucién se
enfria hasta inducir la cristalizacion del compuesto que se desea.

En una forma de realizacién, la cristalizacion del compuesto racémico se
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puede llevar a cabo segun el siguiente procedimiento: sembrar con cristales del
compuesto racémico a baja temperatura para inducir la cristalizacion del
compuesto, dejar en reposo la mezcla durante un tiempo apropiado, calentar
para disolver la mayor parte del enantidmero que se desea, dejar reposo a la
mayor temperatura vy filtrar la mezcla para separar el soélido. En una forma de
realizacion, la siembra y cristalizacion del compuesto racémico se realiza a una
temperatura de entre aproximadamente -10° C y aproximadamente 30° C. En
otras formas de realizacion, el paso de siembra se realiza a entre
aproximadamente 0° C y aproximadamente 20° C, entre aproximadamente 0° C
y aproximadamente 15° C o a entre aproximadamente 5° C y aproximadamente
15° C. En otra forma de realizacién, la siembra y cristalizacion se realiza
sembrando con el compuesto racémico a una temperatura de entre
aproximadamente 7° C y aproximadamente 13° C y dejando en reposo durante
un tiempo apropiado para asegurarse de que haya cristalizado la mayor parte
del compuesto racémico.

Luego la mezcla se calienta hasta una mayor temperatura para disolver el
enantidmero que se desea mientras se conservan los cristales del compuesto
racémico. En una forma de realizaciéon, la mezcla se calienta hasta una
temperatura de entre aproximadamente 30° C y aproximadamente 100° C. Mas
tipicamente, la mezcla se calienta hasta entre aproximadamente 30° C y
aproximadamente 80° C y se deja en reposo durante un tiempo apropiado para
disolver el enantiomero que se desea mientras se conserva el compuesto
racémico en forma solida. Aun mas tipicamente, la mezcla se calienta hasta una
temperatura de entre aproximadamente 40° C y aproximadamente 70° C, entre

aproximadamente 50° C y aproximadamente 70° C o entre aproximadamente
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55° C y aproximadamente 65° C. En aun otra forma de realizacion, la mezcla se
calienta hasta entre aproximadamente 57° C y aproximadamente 63° C y se deja
en reposo durante un lapso de tiempo apropiado. Luego se filtra la mezcla para
eliminar el sélido que comprende al compuesto racémico que no se desea.

El filtrado que se obtiene como resultado se cristaliza volviendo a llevar el
volumen al volumen que se desea usando destilacion y/o agregado mas solvente
de cristalizacion y luego enfriando lentamente hasta una temperatura apropiada
para inducir la cristalizacién del enantiomero que se desea. En una forma de
realizacion, la mezcla se enfria hasta una temperatura de entre
aproximadamente -10° C y aproximadamente 30° C. En otras formas de
realizacion, el paso de siembra se realiza a entre aproximadamente 0° C y
aproximadamente 20° C, entre aproximadamente 0° C y aproximadamente 15°
C o entre aproximadamente 5° C y aproximadamente 15° C. En otra forma de
realizacion, la mezcla se enfria hasta una temperatura de entre
aproximadamente 7° C y aproximadamente 13° C. Una vez a la temperatura que
se desea, la mezcla se puede sembrar con cristales del enantiomero que se
desea y se deja en reposo durante un tiempo apropiado. El producto se aisla por
filtracion o centrifugacién y la torta se lava con el solvente de cristalizacion. luego,
el sélido que se obtiene como resultado se seca, opcionalmente al vacio.

En algunas formas de realizacién, el producto se puede recristalizar
usando el mismo solvente de cristalizacién o un solvente alternativo para purificar
adicionalmente el material. Se puede utilizar un proceso similar al que se
describié anteriormente con la excepcion de que probablemente no sera
necesaria la precristalizacion del enantiomero que no se desea o del compuesto

racémico. En una forma de realizacion, el enantidmero del compuesto de
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isoxazolina que se desea se puede recristalizar desde una mezcla de un solvente
alifatico y un solvente alcohol. En otra forma de realizacién, el compuesto de
isoxazolina se puede cristalizar desde una mezcla de un solvente alifatico y un
solvente de C4-Cgalcohol. En aun otra forma de realizacion, el compuesto de
isoxazolina se puede recristalizar desde una mezcla de un solvente cicloalquilo
y un solvente C4-Cgalcohol. En aun otra forma de realizacién, el compuesto de
isoxazolina se puede recristalizar desde una mezcla de ciclohexano/etanol.

En una forma de realizacion usando una combinacion de solventes de un
solvente alifatico y un alcohol, la mezcla que contiene el producto sélido y el
solvente de cristalizacion se calienta para disolver el solido y luego se enfria
hasta una temperatura apropiada para sembrar la soluciéon con cristales de
siembra del producto, si se desea. La siembra de la mezcla de cristalizacion es
opcional pero puede ser deseable para formar cristales de mayor tamano de la
forma que se desea. En otra forma de realizacion, el producto se disuelve antes
en el solvente en el cual el compuesto es mas soluble (por ejemplo un solvente
alcohol) y el otro solvente se agrega a alta temperatura.

En una forma de realizacion, en la cual se utiliza una mezcla de solventes
de un solvente alcohol y un solvente alifatico para cristalizar el producto, se
puede usar una proporcion en volumen de entre aproximadamente 1:10 y 1:99,
de volumen de alcohol a volumen de solvente alifatico. Mas tipicamente, se
puede usar una proporcidon en volumen de entre aproximadamente 1:5 y
aproximadamente 1:40 o entre aproximadamente 1.5 y aproximadamente 1:30,
de volumen de alcohol a volumen de solvente alifatico. En otra forma de
realizacion, la proporcion en volumen de solvente alcohol a solvente alifatico en

la mezcla puede ser de entre aproximadamente 1:5 y aproximadamente 1:15,
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entre aproximadamente 1:8 y aproximadamente 1:13 o entre aproximadamente
1:10 y aproximadamente 1:13, de volumen de alcohol a volumen de solvente
alifatico. En otra forma de realizacién, la proporcion en volumen de solvente
alcohol a solvente alifatico en la mezcla de solventes pueden ser de entre
aproximadamente 1:10 y aproximadamente 1:30 o entre aproximadamente 1:15
y aproximadamente 1:25. En aun otra forma de realizacion, la proporcion en
volumen de solvente alcohol a solvente alifatico en la mezcla de solventes
pueden ser de entre aproximadamente 1:20.

La cantidad de solvente alifatico que se utiliza en la cristalizacion de los
compuestos de isoxazolina de la invencion cuando parte de un sistema de
solvente con un solvente alcohol también dependera del solvente alifatico
especifico que se utilice y del compuesto de isoxazolina especifico. En una forma
de realizacion, la cantidad de solvente alifatico que se utiliza puede ser de entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 30 volumenes en base al volumen del
producto recristalizado o al volumen de la materia prima si se cristaliza desde la
mezcla de sintesis. En otras formas de realizacién, se pueden usar entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 20 volumenes de un solvente alifatico.
Mas tipicamente, pueden ser apropiados entre aproximadamente 10 vy
aproximadamente 20 volumenes de un solvente alifatico. En una forma de
realizacion, se pueden usar entre aproximadamente 13 y aproximadamente 16
volumenes de un solvente alifatico.

En una forma de realizacién, la mezcla se calienta hasta una temperatura
de entre aproximadamente 40° C y aproximadamente 70° C para disolver el
solido. Mas tipicamente, la mezcla se calienta hasta una temperatura de entre

aproximadamente 50° C y aproximadamente 70° C o entre aproximadamente
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55° C y aproximadamente 65° C. En una forma de realizacion, la mezcla se
calienta hasta una temperatura de entre aproximadamente 57° C vy
aproximadamente 63° C para disolver el sélido.

Una vez que se disuelve el soélido, se puede agregar una cantidad
adicional de solvente para llevar la mezcla hasta un punto de saturacion o justo
sobre el mismo. Tipicamente, el solvente que se agrega es uno en el cual el
producto es menos soluble. La mezcla que se obtiene como resultado se puede
enfriar ligeramente para llevar la mezcla al punto de saturacion y luego
opcionalmente se puede sembrar con cristales del enantiomero que se desea.
Luego la mezcla se enfria adicionalmente de una manera lenta hasta una
temperatura apropiada y luego se deja en reposo. El producto se aisla por
filtracion o centrifugacion y el producto se seca, opcionalmente al vacio.

La temperatura a la cual se siembra la mezcla de cristalizacion (si es que
se hace) depende del compuesto de isoxazolina y de los solventes que se utilicen
para las cristalizacién. En una forma de realizacion, la siembra de la mezcla de
precristalizacion se realiza a una temperatura de entre aproximadamente 10° C
y aproximadamente 80°C o entre aproximadamente 20° C y aproximadamente
70° C. En una forma de realizacion, la siembra de la mezcla de precristalizacion
se realiza a una temperatura de entre aproximadamente 40° C vy
aproximadamente 65° C. En otras formas de realizacion, la mezcla de
precristalizacion se siembra a una temperatura de entre aproximadamente 45°
C y aproximadamente 65° C o entre aproximadamente 50° C y aproximadamente
60° C. En una forma de realizacion, la mezcla se siembra con cristales del
producto que se desea a una temperatura de entre aproximadamente 52° C y

aproximadamente 58° C y se agita durante un tiempo apropiado. En una forma
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de realizacion, la mezcla sembrada se calienta durante por lo menos 30 minutos
0 por lo menos una hora.

Luego de sembrar con cristales de siembra del producto que se desea, en
algunas formas de realizacién la mezcla se puede enfriar hasta una temperatura
intermedia (por ejemplo entre la temperatura final de cristalizacion y la
temperatura de siembra) y se puede dejar en reposo. La mezcla también se
puede recalentar hasta una temperatura cercana a la temperatura a la cual se
sembré la mezcla o ligeramente superior y luego se puede volver a enfriar
lentamente. Este proceso se realiza para permitir que crezcan los cristales que
se forman antes del enfriamiento y cristalizacion finales.

Luego, por ultimo la mezcla sembrada se enfria lentamente hasta una
menor temperatura para completar el proceso de cristalizacién. En una forma de
realizacion, la mezcla sembrada se enfria hasta una temperatura menor de
aproximadamente 30° C para cristalizar el producto que se desea. En una forma
de realizacion, la mezcla se enfria hasta una temperatura de entre
aproximadamente -10° C y aproximadamente 30° C. En otras formas de
realizacion, el paso de siembra se realiza a entre aproximadamente 0° C y
aproximadamente 20° C, entre aproximadamente 0° C y aproximadamente 15°
C o entre aproximadamente 5° C y aproximadamente 15° C. En otra forma de
realizacion, la mezcla se enfria hasta una temperatura de entre
aproximadamente 7° C y aproximadamente 13° C. En otra forma de realizacién,
la mezcla sembrada se enfria por debajo de aproximadamente 20° C o hasta
menos de aproximadamente 15° C y se deja en reposo para completar la
cristalizacion del producto. La mezcla se deja en reposo y luego se aisla el sélido

por filtracion o centrifugacion. El producto se seca, opcionalmente al vacio, para
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proveer el producto que se desea.

Aquellos con experiencia en el arte podran apreciar que la velocidad de
enfriamiento es muy importante en el proceso de cristalizacion. Si la velocidad
de enfriamiento es demasiado rapida, la solubilidad del compuesto en el solvente
caera demasiado rapidamente y los cristales no seran capaces de crecer para
obtener el producto en la forma cristalina y con la calidad que se desea. En
algunas formas de realizacion, la mezcla de cristalizacion se enfria con una
velocidad de entre aproximadamente 20° C/hora y 1° C/hora para asegurar que
los cristales del producto que se desea puedan crecer con una velocidad
apropiada para asegurar la pureza del producto. Mas tipicamente, la mezcla de
cristalizaciéon se enfria con una velocidad de entre aproximadamente 15° C/hora
y 1° C/hora o entre aproximadamente 10° C/hora y 5° C/hora. En una forma de
realizacion, la mezcla de cristalizacién se enfria hasta la temperatura objetivo
con una velocidad de entre aproximadamente 8° C/hora y 3° C/hora.

El producto se seca a una temperatura de entre aproximadamente la
temperatura ambiente y 80° C, opcionalmente al vacio. En otras formas de
realizacion, el producto se seca a una temperatura de entre aproximadamente
30° C y aproximadamente 70° C, opcionalmente al vacio. En aun otras formas
de realizacion, el producto se seca a una temperatura de entre aproximadamente
40° C y aproximadamente 60° C, opcionalmente al vacio. En una forma de
realizacion, el producto se seca a una temperatura de entre aproximadamente
45° C y aproximadamente 55° C, opcionalmente al vacio.

En otra forma de realizacion, la mezcla del producto crudo se puede
purificar por cromatografia para obtener el producto. Los métodos de purificacion

usando fases estacionarias quirales son bien conocidos en el arte. Por ejemplo,
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el enantidmero que se desea del compuesto de formula () se puede aislar
usando HPLC preparativa con una fase estacionaria quiral tal como una columna
Chiralpak® AD. Otras columnas quirales y métodos cromatograficos son bien
conocidos en el arte.

En la presente invencion y en las reivindicaciones, los términos tales como
“‘comprende”, “que comprende”, “que contiene” y “que tiene” y otros similares
pueden tener el significado que se les adjudica en la ley de patentes de los
EE.UU. y pueden significar “incluye” y otros similares; de manera similar “que
consiste esencialmente en” o “consiste esencialmente” tienen el significado que
se les adjudica en la ley de patentes de los EE.UU. y el término es de extremo
abierto, permitiendo la presencia de mas de uno de los articulos o las
caracteristicas que se mencionan, con la condicion de que las caracteristicas
basicas o novedosas de lo que se menciona no sean modificadas por la
presencia de una mayor cantidad de lo que se menciona, pero excluye a las
formas de realizacion del arte anterior.

También se senala que en la presente invencidn y en las reivindicaciones
y/o parrafos, es la intencion que los compuestos de la invencién incluyan a todos
los estereocisdémeros y formas cristalinas (incluyendo a las formas hidratadas,
formas polimérficas y formas amorfas.

Definiciones

Los términos que se utilizan aqui tendran su significado de costumbre en
el arte a no ser que se especifique otra cosa. Las unidades organicas que se
mencionan en las definiciones de las variables de férmula (I) son - como el
término halégeno — términos colectivos para las menciones individuales de los

miembros individuales del grupo. El prefijo C,-C,, indica en cada caso el numero
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posible de atomos de carbono en el grupo.

El término “animal” se utiliza aqui de manera que incluye a todos los
mamiferos, aves y peces y también incluye a todos los animales vertebrados.
Los animales incluyen, pero de manera no taxativa, a: gatos, perros, ganado
vacuno, pollos, vacas, ciervos, cabras, caballos, llamas, cerdos, ovejas y yaks.
También incluye a un animal individual en todas las etapas de su desarrollo,
incluyendo a las etapas embrionarias y fetales. En algunas formas de realizacion,
el animal sera un animal no humano.

El término “solvente alifatico” segun se usa aqui se refiere a solventes que
comprenden, hidrocarburos ciclicos, primarios, secundarios o terciarios de
cadena lineal o ramificada. Los solventes alifaticos comunes incluyen, pero de
manera no taxativa, a: pentano, hexanos, heptano, octano, ciclopentano,
ciclohexano, y otros similares, y una mezcla de los mismos. Segun se usa aqui,
un “solvente alifatico” no incluye a los solventes aromaticos tales como el
tolueno.

El término “solvente aromatico ” segun se usa aqui, se refiere a los
solventes que comprenden moléculas de hidrocarburos de caracter aromatico,
opcionalmente sustituidas con halégeno. Los solventes aromaticos comunes
incluyen, pero de manera no taxativa, a: benceno, tolueno, o-xileno, p-xileno o
una mezcla de los mismos (xilenos), fluorobenceno, clorobenceno, o-

diclorobenceno, anisol y mesitileno, y mezclas de los mismos.

El término "amorfo" tal como se aplica al afoxolaner aqui se refiere al
estado solido donde las moléculas de afoxolaner estan presentes en una

disposicion alterada y no forman una capa cristalina distinguible ni una celda
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unidad. Cuando se somete a difraccion de rayos X en polvo, el afoxolaner amorfo
no produce ningun pico cristalino caracteristico.

El término "pureza quimica" se refiere al nivel total de un producto que se
desea. Si un compuesto esta presente en formas enantioméricas, "pureza
quimica" segun se usa aqui incluira a ambas formas enantioméricas en el calculo
del nivel total del producto que se desea. Si un compuesto esta presente en
formas de solvato, "pureza quimica" segun se usa aqui incluira al solvato en el
calculo del nivel total del producto que se desea. Las impurezas pueden estar en
la forma, por ejemplo, de reactivos del proceso no deseados, de intermediarios
del proceso, de productos de degradacion o productos de oxidacion. En algunas
formas de realizacion en particular, la pureza quimica es alta, es decir que es
una pureza quimica mayor al 90%, especialmente mayor al 92,5%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% e incluye al 100%. La pureza se puede medir usando una
variedad de técnicas, incluyendo al analisis por HPLC.

Los términos “enantiomero” y “enantiomérico” se refieren a las moléculas
que no se pueden superponer a su imagen especular y que por lo tanto son
oOpticamente activos, donde el enantiomero hace rotar el plano de la luz
polarizada en una direccion y el compuesto que es su imagen especular hace
rotar el plano de luz polarizada en la direccion opuesta.

Los términos “exceso enantiomérico” o “e.e.” segun se usa aqui se refiere
a la diferencia entre la cantidad de un enantiomero y la cantidad del otro
enantidmero que esta presente en la mezcla de producto. El valor del exceso
enantiomérico en cada uno de los ejemplo que se da mas adelante da una
indicacién de la cantidad relativa de cada enantiomero. El valor se define como

la diferencia entre los porcentajes relativos de los dos enantiomeros. Por lo tanto,
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por ejemplo, cuando el porcentaje del enantiomero (S) del compuesto de la
invencion es del 97,5% y el porcentaje para el enantiomero (R) es del 2,5%, el
exceso enantiomeérico para el enantiéomero (S) es del 95%.

Segun se usa aqui, los términos “pureza quiral ” o “pureza enantiomérica
” se refieren al porcentaje del area por HPLC del enantiomero sujeto del
compuesto en relacion con el area por HPLC de la combinacion de ambos
enantiomeros de la mezcla medida por HPLC quiral, excluyendo a los otros
compuestos o impurezas. Por ejemplo, la pureza quiral del enantiomero (S) de
afoxolaner se calcula usando la ecuacién S / (S + R) x 100%, donde S y R
representan las areas de los picos de (S)-afoxolaner y (R)-afoxolaner,
respectivamente, medidas por HPLC quiral.

El término "aislado" segun se usa aqui, para hacer referencia a las formas
en estado soélido del afoxolaner de la presente invencion corresponde a un forma
en estado solido del afoxolaner que esta separada fisicamente de la mezcla de
reaccion en la cual se forma.

Las expresiones "forma polimérfica no solvato" o "forma cristalina no
solvato" se refieren a las formas cristalinas que no tienen moléculas de solvente
unidas en la capa cristalina. Sin embargo, los cristales pueden contener
cantidades de trazas de solvato que no estan unidas en la capa cristalina.

La expresion "forma polimérfica", segun se usa aqui, se refiere a las
diferentes estructuras cristalinas (de las formas solvatadas o no solvatadas) en
las cuales puede cristalizar un compuesto.

Los términos “racémico” o “racemato”, y otros términos similares se
refieren en general a las proporciones equimolares de dos enantiomeros de un

compuesto. Por ejemplo, el afoxolaner es un racemato que contiene cantidades
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equimolares de los enantidmeros (S) y (R) del compuesto.

El término "siembra", segun se usa aqui se puede utilizar como sustantivo
para describir a uno o mas cristales de un compuesto cristalino (por ejemplo,
afoxolaner racémico) que se utilizan para inducir la cristalizacion del compuesto.
Por ejemplo, si se desea producir afoxolaner cristalino (racémico), los cristales
de siembra que se deben utilizar para mejorar el proceso de cristalizacion
pueden ser cristales de afoxolaner racémico. El término "siembra" o “sembrar’
también se puede utilizar como verbo, para describir al acto de introducir dicho
uno o mas cristales de un compuesto en un ambiente (que incluye, pero de
manera no taxativa, a: por ejemplo, una solucién, una mezcla, una suspension,
0 una dispersion) para dar como resultado de esa manera la formacion de una
mayor cantidad de cristales del mismo compuesto (por ejemplo, por formacién
de compuesto afoxolaner racémico).

Las expresiones “hidrato”, "forma polimoérfica de hidrato" o "forma
cristalina de hidrato" se refieren a las formas cristalinas de un compuesto que
tiene una o mas moléculas de agua unidas en la capa cristalina.

Las expresiones “solvato”, "forma polimérfica solvato" o "forma cristalina
solvato" se refieren a las formas cristalina de un compuesto que tienen una o
mas moléculas de un solvente unidas en la capa cristalina.

Estereoisdmeros y formas polimoérficas

Como se expuso anteriormente, aquellos con experiencia en el arte
podran apreciar que ciertos compuestos pueden existir y se pueden aislar como
sus formas Opticamente activas y racémicas. Los compuestos con uno o mas
centros quirales, como por ejemplo los agentes activos de isoxazolina de la

invencion, pueden estar presentes como enantiomeros o diaesteredmeros
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unicos o como mezclas de enantiomeros y/o diaesteredmeros. Los centros
quirales en las moléculas pueden incluir un atomo de azufre. Por ejemplo, en el
arte se sabe bien que los compuestos sulféxido pueden ser 6pticamente activos
y pueden existir como enantiomeros unicos 0 mezclas racémicas. Ademas, los
compuestos de la invencion pueden incluir otros centros quirales ademas del
atomo de carbono quiral del anillo isoxazolina, para dar como resultado un
numero tedrico de isbmeros opticamente activos. Donde los compuestos dentro
de las composiciones de la invencion incluyen centros quirales, los compuestos
pueden comprender hasta 2" isdmeros Opticos. La presente invencion abarca a
los enantiomeros o diaesteredmeros especificos de cada compuesto asi como a
las mezclas de diferentes enantiomeros y/o diaesteredmeros de los compuestos
de la invencion que poseen las propiedades utiles que se describen aqui.

Los compuestos dentro de las composiciones de la presente invencion
también pueden estar presentes en diferentes formas sdlidas tales como las
diferentes formas cristalinas o en la forma de un sélido amorfo. La presente
invencion abarca diferentes formas cristalinas asi como formas amorfas de los
compuestos que presentan actividad inventiva.

Ademas, los compuestos dentro de las composiciones de la invencion
pueden existir como hidratos o solvatos, en los cuales en la forma cristalina hay
una cierta cantidad estequiométrica de agua o un solvente asociado a las
moléculas. Las composiciones de la invencidon pueden incluir hidratos y solvatos
de los agentes activos.

. En una forma de realizacion en particular, la presente invencion abarca
a un forma sodlida cristalina solvatada de (S)-afoxolaner con un solvente

aromatico. En una forma de realizacion particularmente preferida, la invencién
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provee un solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno. Como se expuso
anteriormente, la cristalizacion del enantidmero (S) de afoxolaner desde una
mezcla de los enantiomeros (S) y (R) de afoxolaner enriquecido en el
enantiomero (S) que se obtuvo de la reaccion del compuesto (lIA-1) con
hidroxilamina en presencia de una base y un catalizador de transferencia de fase
quiral de férmula (llla-13-1) da como resultado una sorprendente purificacion del
producto y el enriquecimiento del enantidmero que se desea (S). Dependiendo
del uso que se le desee dar a la forma de afoxolaner en estado sélido, ciertas
consideraciones sobre el procesamiento pueden favorecer la seleccién de una
forma en estado sodlido especifica o una combinacién especifica de dichas
formas en estado sodlido. El uso de una forma cristalina solvatada, como por
ejemplo una forma de solvato cristalino con tolueno, en vez de las formas no
solvatadas en una composicion puede eliminar un paso del procesamiento, es
decir la desolvatacion, para aquellos procesos que de otra manera procederian
por desolvatacion de una forma cristalina solvatada. E. Shefter y T. Higuchi han
medido las velocidades de disolucién relativas de varios formas cristalinas
solvatadas y no solvatadas de importantes productos farmacéuticos, J. Pharm.
Sci., 52 (8), (1963), 781-91.

Se ha descubierto que el solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno
contiene dos moléculas del compuesto y dos moléculas de tolueno segun se
muestra en la Figura 9 y se describe en el Ejemplo 12. El solvato de (S)-
afoxolaner con tolueno se puede preparar por cristalizacién de (S)-afoxolaner
desde tolueno puro o desde una mezcla de solventes que contiene tolueno (por
ejemplo ciclohexano/tolueno) usando métodos conocidos en el arte, incluyendo

a los procesos descritos en los Ejemplos 7, 8 y 12. La cristalizacién también se



31

puede realizar disolviendo (S)-afoxolaner o una muestra de afoxolaner
enriquecido en el enantiomero (S) en tolueno o en una mezcla de solventes que
contiene tolueno con una concentracion tal que es una suspension a la
temperatura a la cual cristalizara el compuesto (por ejemplo a la temperatura
ambiente o menos) y una solucion a alta temperatura y luego enfriar lentamente
hasta la temperatura objetivo para inducir la cristalizacién del solvato de (S)-
afoxolaner con tolueno que se desea.

En una forma de realizacién, se disuelve el (S)-afoxolaner en tolueno
(opcionalmente en presencia de un segundo solvente) a una alta temperatura y
luego se enfria para inducir la cristalizacién. En otra forma de realizacion, se
disuelve el (S)-afoxolaner en tolueno o en una mezcla de solventes que
comprende tolueno, calentando la combinacién hasta una temperatura entre
aproximadamente 30° C y el punto de ebullicion del solvente. En otra forma de
realizacion, se disuelve el (S)-afoxolaner en tolueno o en una mezcla de
solventes que comprende tolueno, calentando la combinacion hasta una
temperatura de entre aproximadamente 30° C y aproximadamente 100° C. Mas
tipicamente, se disuelve el (S)-afoxolaner en tolueno o en una mezcla de
solventes que comprende tolueno, calentando la combinacion hasta una
temperatura de entre aproximadamente 30° C y aproximadamente 80° C, entre
aproximadamente 50° C y aproximadamente 80° C, entre aproximadamente 40°
C y aproximadamente 70° C o entre aproximadamente 50° C y aproximadamente
70° C. En otra forma de realizacion, la mezcla se calienta hasta una temperatura
de entre aproximadamente 55°C y aproximadamente 65° C o entre
aproximadamente 50°C y aproximadamente 60° C. En otra forma de realizacién,

la mezcla se calienta hasta una temperatura de entre aproximadamente 30° C y
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aproximadamente 50° C.

Una vez que la mezcla de (S)-afoxolaner en tolueno o en una mezcla de
solventes que comprende tolueno esta en solucion, se obtiene el solvato
cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno enfriando lentamente la mezcla. En una
forma de realizacion, la mezcla se enfria hasta una temperatura menor de
aproximadamente 30° C o menor de aproximadamente 20° C. En otras formas
de realizacion, la mezcla se enfria lentamente hasta menos de aproximadamente
15° C 0 menos de aproximadamente 10° C. En aun otra forma de realizacion, la
mezcla se enfria hasta menos de aproximadamente 5° C.

Cuando la cristalizacién se realiza en presencia de un segundo solvente,
la proporcion entre el tolueno y el segundo solvente puede ser de entre
aproximadamente 20:80 y aproximadamente 99:1 en volumen de tolueno al
segundo solvente. En otras formas de realizacion, la proporcion en volumen de
de tolueno al segundo solvente puede ser de entre aproximadamente 30:70 y
aproximadamente 99:1, entre aproximadamente 40:60 y aproximadamente 99:1
o entre aproximadamente 50:50 y aproximadamente 99:1. En otras formas de
realizacion, la proporcion del tolueno al segundo solvente puede ser de entre
aproximadamente 40:60 y aproximadamente 90:10, entre aproximadamente
50:50 y aproximadamente 90:10 o entre aproximadamente 50:50 vy
aproximadamente 80:20. En otras formas de realizacion, la proporcion puede ser
de entre aproximadamente 40:60 y aproximadamente 80:20, aproximadamente
50:50 y aproximadamente 75:25, en volumen de tolueno al segundo solvente.
En una forma de realizacién, el segundo solvente sera un solvente alifatico que
incluye, pero de manera no taxativa, a: pentano, hexanos, heptano, octano,

ciclopentano, ciclohexano, y otros similares.
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En algunas formas de realizacion, el solvato cristalino de (S)-afoxolaner
con tolueno se puede preparar disolviendo el compuesto en tolueno o en una
mezcla de solventes que comprende tolueno, y agregando un solvente a la
mezcla en la cual el (S)-afoxolaner tiene baja solubilidad (por ejemplo un
antisolvente). En una forma de realizacién, la cristalizacion del solvato cristalino
de (S)-afoxolaner con tolueno se puede inducir por agregado de un solvente
alifatico tal como aquellos descritos anteriormente.

Una vez que se forma el solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno,
este se puede aislar por filtracion u otro métodos conocidos en el arte (por
ejemplo por centrifugacién) y se puede secar, opcionalmente al vacio, para
eliminar el exceso de solvente.

La fuente del (S)-afoxolaner para la cristalizacion puede ser otra forma
sélida de (S)-afoxolaner (por ejemplo amorfa u otra forma cristalina) o una
solucion que contiene (S)-afoxolaner en otro solvente, como en los Ejemplos 7 y
8. Se pueden usar otros métodos de cristalizacién conocidos en el arte.

En una forma de realizacion, la invencién provee un solvato cristalino de

(S)-afoxolaner con tolueno (cuya estructura se muestra a continuacion),

(@)
/\CFs
N
H

ZT

CFsy

Tal como se caracteriza por difracciéon de rayos X en polvo (XRPD) y/o

calorimetria diferencial de barrido (DSC) segun se describe en el Ejemplo 12.
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En una forma de realizacion, la invencién provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra uno o mas de los picos caracteristicos
expresados en 2-theta grados (26° £ 0,2) que se muestra a continuacion en la
tabla 2 y en la Figura 8 segun se determina por el método que se describe en el
Ejemplo 12.

Tabla 2
Angulo
2-Theta °

—

4,859
8,516
8,823
9,735
10,778
11,644
12,161
12,746

© o0 N o o »~ W DN

14,591

RN
o

15,136
11 16,694
12 16,999
13 17,616
14 18,411
15 18,838
16 19,540
17 19,894
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18 20,937
19 21,484
20 21,859
21 22,236
22 22,985
23 23,431
24 24,540
25 25,291
26 25,643
27 26,359
28 27,143
29 28,472
30 29,223
31 29,776
32 30,638
33 32,865
34 33,120
35 33,782
36 34,529
37 37,046
38 38,405
39 39,648

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra uno o mas de los picos caracteristicos

expresados en 2-theta grados (26° £ 0,2) que se muestra a continuacion en la
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tabla 3 y en la Figura 8 segun se determina por el método que se describe en el

Ejemplo 12.
Tabla 3
Angulo
2-Theta °
1 4,859
2 22,236
3 18,838
4 8,516
5 25,643
6 25,291
7 21,859
8 18,411
9 19,894
10 12,746
11 23,431
12 16,999
13 10,778
14 14,591
15 27,143
16 12,161
17 17,616
18 15,136
19 9,735

20 11,644
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En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra uno o mas de los picos caracteristicos
expresados en 2-theta grados (26° £ 0,2) que se muestra a continuacion en la
tabla 4 y en la Figura 8 segun se determina por el método que se describe en el
Ejemplo 12.

Tabla 4
Angulo
2-Theta °
1 4,859
22,236
18,838
8,516

2
3
4
5 25,643
6 25,291
7 21,859
8 18,411
9 19,894
10 12,746
En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra por lo menos siete de los picos
caracteristicos expresados en 2-theta grados (26°) £ 0,2 en una o0 mas de las
posiciones que se muestran a continuacion en las anteriores tablas 2, 304 y en
la Figura 8 segun se determina por el método que se describe en el Ejemplo 12.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de

(S)-afoxolaner con tolueno que muestra por o menos cinco de los picos
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caracteristicos expresados en 2-theta grados (26°) £ 0,2 en una o0 mas de las
posiciones que se muestran a continuacion en las anteriores tablas 2, 304 y en
la Figura 8 segun se determina por el método que se describe en el Ejemplo 12.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra por o menos tres de los picos
caracteristicos expresados en 2-theta grados (26°) £ 0,2 en una o0 mas de las
posiciones que se muestran a continuacion en las anteriores tablas 2, 304 y en
la Figura 8 segun se determina por el método que se describe en el Ejemplo 12.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra un evento endotérmico entre
aproximadamente 70° C y aproximadamente 90° C segun se describe en el
Ejemplo 12 y que se muestra en la Figura 7.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra un evento endotérmico entre
aproximadamente 75° C y aproximadamente 90° C segun se describe en el
Ejemplo 12 y que se muestra en la Figura 7.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra un evento endotérmico entre
aproximadamente 80° C y aproximadamente 90° C segun se describe en el
Ejemplo 12 y que se muestra en la Figura 7.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra un evento endotérmico entre
aproximadamente 83° C y aproximadamente 87° C segun se describe en el
Ejemplo 12 y que se muestra en la Figura 7.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
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(S)-afoxolaner con tolueno que muestra un evento endotérmico a
aproximadamente 85° C segun se describe en el Ejemplo 12 y que se muestra
en la Figura 7.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno que muestra un evento endotérmico a
aproximadamente 84,7° C segun se describe en el Ejemplo 12 y que se muestra
en la Figura 7.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno, donde por lo menos un 90% de la forma sélida es
una forma de solvato cristalino con tolueno.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno, donde por lo menos un 80% de la forma sélida es
una forma de solvato cristalino con tolueno.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno, donde por lo menos un 70% de la forma sélida es
una forma de solvato cristalino con tolueno.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un solvato cristalino de
(S)-afoxolaner con tolueno, donde por lo menos un 60% de la forma sélida es
una forma de solvato cristalino con tolueno.

En otra forma de realizaciéon, la invencién provee composiciones
plaguicidas o antiparasitarias que comprenden una forma de solvato cristalino
con tolueno de (S)-afoxolaner solo, 0 en combinacién con otros agentes activos,
junto con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables o aceptables
para uso agricola.

En otra forma de realizaciéon, la invencién provee composiciones
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plaguicidas o antiparasitarias que comprenden un solvato cristalino de (S)-
afoxolaner con tolueno solo, 0 en combinaciéon con uno o mas agentes activos
adicionales, y vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables o
aceptables para uso agricola, donde por lo menos un 80% de la forma sélida de
(S)-afoxolaner esta en una forma de solvato cristalino con tolueno de (S)-
afoxolaner.

En otra forma de realizaciéon, la invencién provee composiciones
plaguicidas o antiparasitarias que comprenden un solvato cristalino de (S)-
afoxolaner con tolueno solo, 0 en combinaciéon con uno o mas agentes activos
adicionales, y vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables o
aceptables para uso agricola, donde por lo menos un 70% de la forma sélida de
(S)-afoxolaner esta en una forma de solvato cristalino con tolueno de (S)-
afoxolaner.

En otra forma de realizaciéon, la invencién provee composiciones
plaguicidas o antiparasitarias que comprenden un solvato cristalino de (S)-
afoxolaner con tolueno solo, 0 en combinaciéon con uno o mas agentes activos
adicionales, y vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables o
aceptables para uso agricola, donde por lo menos un 60% de la forma sélida de
(S)-afoxolaner esta en una forma de solvato cristalino con tolueno de (S)-

afoxolaner.

Sales

Donde sea valido, dentro del alcance de la invencion también se
contemplan las sales de los compuestos de la invencion que se proveen aqui

con acidos o bases.
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El término "acido" abarca a todos los acidos inorganicos u organicos
farmacéuticamente aceptables. Los acidos inorganicos incluyen a los acidos
minerales tales como los acidos halogenhidricos como por ejemplo el acido
bromhidrico y el acido clorhidrico, acido sulfurico, acidos fosféricos y acido
nitrico. Los acidos organicos incluyen a todos los acidos carboxilicos alifaticos,
aliciclicos y aromaticos, acidos dicarboxilicos, acidos tricarboxilicos y acidos
grasos farmacéuticamente aceptables. En una forma de realizacion de los
acidos, los acidos son acidos carboxilicos C4-C,, alifaticos de cadena lineal o
ramificada, saturados o insaturados, que opcionalmente estan sustituidos con
halégeno o con grupos hidroxilo, o acidos carboxilicos Cg-Cq, aromaticos.
Algunos ejemplos de dichos acidos son acido carbonico, acido férmico, acido
aceético, acido propidnico, acido isopropionico, acido valérico, a-hidroxi acidos
tales como acido glicdlico y acido lactico, acido cloroacético, acido benzoico,
acido metansulfénico, y acido salicilico. Algunos ejemplos de acidos
dicarboxilicos incluyen acido oxalico, acido malico, acido succinico, acido
tartarico, acido fumarico, y acido maleico. Un ejemplo de un acido tricarboxilico
es el acido citrico. Los acido grasos incluyen a todos los acidos carboxilicos
alifaticos o aromaticos saturados o insaturados farmacéuticamente aceptables
con entre 4 y 24 atomos de carbono. Algunos ejemplos incluyen acido butirico,
acido isobutirico, acido sec-butirico, acido laurico, acido palmitico, acido
estearico, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico, y acido fenilestearico.
Otros acidos incluyen acido glucénico, glicoheptonico acido y acido lactobidnico.

El término “base" abarca a todas las bases inorganicas u organicas
farmacéuticamente aceptables, incluyendo a hidroxidos, carbonatos o

bicarbonatos de metales alcalinos o metales alcalino térreos. Las sales que se
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forman con dichas bases incluyen, por ejemplo, a las sales de metales alcalinos
y alcalino térreos, incluyendo, pero de manera no taxativa, a las sales de litio,
sodio, potasio, magnesio o calcio. Las sales que se forman con bases organicas
incluyen a las sales de aminas de hidrocarburos y heterociclicas comunes, que
incluyen, por ejemplo, sales de amonio (NH,*), sales de alquil- y dialquilamonio,
y las sales de aminas ciclicas tales como las sales de morfolina y piperidina.

Composiciones veterinarias

Los compuestos de férmula (I) enriquecidos en el enantidmero (S) y las
composiciones que comprenden los compuestos son utiles para la prevencion y
el tratamiento de infestaciones parasitarias/infecciones en animales. Las
composiciones de la invencion comprenden una cantidad eficaz de por lo menos
un compuesto de isoxazolina de formula (1) enriquecido en el enantiomero (S), o
una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en combinacion con un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y opcionalmente otros
excipientes no activos y opcionalmente en combinacion con uno o mas agentes
activos adicionales. En una forma de realizacion preferida, las composiciones
veterinarias antiparasitarias de la invencion comprenden una cantidad eficaz de
una isoxazolina de férmula IA segun se describié anteriormente enriquecido en
el enantidmero (S), o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, donde
X1, X2y X3 son H, cloro, flior o CF3. En otra forma de realizacion preferida, la
invencion provee composiciones veterinarias antiparasitarias que comprenden
afoxolaner enriquecido en el enantiomero (S) segun se describié anteriormente.

Las composiciones pueden encontrarse en una variedad de formas
sélidas y liquidas que son apropiadas para diversas formas de aplicacion o

administraciéon a un animal. Por ejemplo, las composiciones veterinarias que
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comprenden los compuestos de la invencidon pueden ser composiciones
apropiadas para administracion oral, administracion por inyeccion, incluyendo a
la administracion subcutanea y parenteral, y la administracion tépica (por
ejemplo Spot-on [aplicacion en zonas limitadas] o pour-on [aplicacion en zonas
amplias]). Las composiciones son para administrar a un animal incluyendo, pero
de manera no taxativa, a: mamiferos, aves y peces. Algunos ejemplos de
mamiferos incluyen, pero de manera no taxativa, a: seres humanos, ganado
vacuno, ovejas, cabras, llamas, alpacas, cerdos, caballos, burros, perros, gatos
y otros tipos de ganado o mamiferos domésticos. Algunos ejemplos de aves
incluyen: pavos, pollos, avestruces y otros animales domésticos o de cria. Es
particularmente util el uso de los compuestos de férmula (1) enriquecidos en el
enantiomero (S) para proteger de los ectoparasitos a los animales de compafia,
tales como perros y gatos, y animales de ganado, tales como bovinos y ovejas.

Composiciones Agricolas

En otra forma de realizacion, la invencién provee composiciones agricolas
que comprenden los compuestos de férmula (1), formula 1A enriquecida en el
enantiomero (S), incluyendo al (S)-afoxolaner. Las composiciones se pueden
utilizar para combatir plagas que dafan a las plantas, al material de propagacion
de las plantas y a los cultivos, o al material derivado de la madera. De acuerdo
con la presente invencién, los compuestos de férmula (I) enriquecidos en el
enantiomero (S) se pueden convertir en las composiciones habituales, por
ejemplo soluciones, emulsiones, suspensiones, polvillos, polvos, pastas,
granulos y soluciones directamente pulverizables. La forma de uso depende del
propésito particular y del método de aplicacion. Las formulaciones y los métodos

de aplicacion se eligen para asegurar en cada caso una distribucion fina y
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uniforme del compuesto de férmula (l) de acuerdo con la presente invencion.

La invencion ademas provee una composicion agricola para combatir
dichas plagas animales, que comprende por lo menos un compuesto de férmula
(1), férmula IA donde X', X2 y X3 son H, cloro, flior o CF3; enriquecida en el
enantiomero (S), incluyendo al (S)-afoxolaner, o sus sales utiles para uso
agricola, y por lo menos un vehiculo liquido inerte y/o sélido aceptable para uso
agricola que tiene una accion plaguicida y, si se desea, por lo menos un
tensioactivo. Dicha composicion puede contener un solo compuesto activo de
férmula (1) enriquecido en el enantiédmero (S), o una sal del mismo, 0 una mezcla
de varios compuestos activos de férmula (l) enriquecidos en el enantiomero (S),
0 sus sales, de acuerdo con la presente invencion.

Las composiciones se preparan de una manera conocida (para un
revision, véase por ejemplo la US 3.060.084, EP-A 707 445 (para concentrados
liquidos), Browning, "Agglomeration", Chemical Engineering, 4 de diciembre de
1967, 147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 42 Ed., McGraw-Hill, New
York, 1963, paginas 8-57 y siguientes, WO 91/13546, US 4.172.714, US
4.144.050, US 3.920.442, US 5.180.587, US 5.232.701, US 5.208.030,
GB 2.095.558, US 3.299.566, Klingman, Weed Control as a Science, John Wiley
y Sons, Inc., New York, 1961, Hance et al., Weed Control Handbook, 82 Ed.,
Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1989 y Mollet, H., Grubemann, A,
Formulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Alemania), 2001,
2. D. A. Knowles, Chemistry and Technology of Agrochemical Formulations,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1998 (ISBN 0-7514-0443-8, todas las
cuales se incorporan como referencia en toda su extension), por ejemplo

diluyendo al compuesto activo con auxiliares apropiados para la composicion de
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agroquimicos, como por ejemplo solventes y/o vehiculos, si se desea
emulsionantes, tensioactivos y dispersantes, conservantes, agentes
antiespumantes, agentes anticongelantes, para la composicion del tratamiento
de semillas también opcionalmente colorantes y/o agentes aglutinantes y/o
gelatinizantes.

Usos vy Métodos Veterinarios

Como se expuso anteriormente, los compuestos de formula (I)
enriquecidos en el enantidmero (S) son eficaces contra los ectoparasitos y se
pueden utilizar para tratar y prevenir infestaciones parasitarias en animales o
sobre los mismos. En una forma de realizacion, la presente invencion provee un
método para tratar o prevenir una infestacion ectoparasitaria en un animal o
sobre el mismo (por ejemplo un mamifero o un ave) que comprende administrar
al animal una cantidad eficaz como ectoparasiticida de un compuesto de férmula
(I) enriquecido en el enantidmero (S), o sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos, 0 una composicién que comprende el compuesto. En otra forma de
realizacion, los métodos de la invencién comprenden administrar al animal una
cantidad eficaz de un compuesto de formula IA donde X', X2 y X3 son H, cloro,
flior o CF3 enriquecido en el enantiomero (S), o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. En una forma de realizacion preferida, los métodos de
la invencion comprenden administrar al animal una cantidad eficaz de afoxolaner
enriquecido en el enantiomero (S), o una sal farmacéuticamente aceptable de
los mismos.

En otra forma de realizacién cuando los compuestos de férmula (l) o 1A
enriquecidos en los enantiomeros (S), incluyendo al (S)-afoxolaner, se

administran en combinacién con otros compuestos que son activos contra los
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endoparasitos, la invencion provee un método para tratar o prevenir una
infeccion endoparasitaria y una infestacion ectoparasitaria en un animal y sobre
el mismo. El método comprende administrar al animal una composicion que
comprende una cantidad eficaz de un compuesto de férmula (I), IA o un
afoxolaner enriquecido en el enantiomero (S) en combinacién con una cantidad
eficaz de por lo menos un segundo agente activo, o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Los mamiferos que se pueden tratar incluyen, pero de manera no taxativa,
a: seres humanos, gatos, perros, ganado vacuno, pollos, vacas, bisontes,
ciervos, cabras, caballos, llamas, camellos, cerdos, ovejas y yaks. En una forma
de realizacién de la invencién, los mamiferos que se tratan son seres humanos,
gatos o perros.

En una forma de realizacion de la invencién, las composiciones de la
invencion que comprenden un compuesto de férmula (1) o IA enriquecido en el
enantiomero (S) en combinacién con un compuesto adicional que es activo
contra los endoparasitos son eficaces contra los endoparasitos que resistentes
a agentes activos de la clase de las lactonas macrociclicas. En una forma de
realizacion, los compuestos y composiciones de la invencion son eficaces para
controlar Haemonchus contortus, Ostertagia circumcincta y Trichostrongilus
colubriformis en mamiferos o aves.

En otra forma de realizacién, la invencion provee un método para tratar
una infestacion parasitaria y/o una infeccién en un animal, que comprende
administrar al animal que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto de
férmula (1) o 1A enriquecido en el enantiomero (S), incluyendo al (S)-afoxolaner,

en combinacién con una cantidad eficaz de activadores de receptores GABA de
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invertebrados, incluyendo a avermectina o milbemicina. Las avermectinas que
se pueden utilizar en combinacion con los compuestos de la invencion incluyen,
pero de manera no taxativa, a: abamectina, dimadectina, doramectina,
emamectina, eprinomectina, ivermectina, latidectina, lepimectina, y selamectina.
Los compuestos de milbemicinas que se pueden utilizar en combinacion con los
compuestos de la invencion incluyen, pero de manera no taxativa, a:
milbemectina, milbemicina D, milbemicina oxima, moxidectina y nemadectina.
También se incluyen los derivados de 5-oxo y 5-oxima de dichas avermectinas y
milbemicinas.

En una forma de realizacion para el tratamiento contra los ectoparasitos,
el ectoparasito es de los géneros Ctenocephalides, Rhipicephalus, Dermacentor,
Ixodes, Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma, Sarcoptes, Psoroptes,
Otodectes, Chorioptes, Hypoderma, Damalinia, Linognathus, Haematopinus,
Solenoptes, Trichodectes, y Felicola. Los ectoparasitos que se tratan incluyen,
pero de manera no taxativa, a: pulgas, garrapatas, acaros, mosquitos, moscas,
piojos, moscardones y combinaciones de los mismos. Algunos ejemplos
especificos incluyen, pero de manera no taxativa, a: pulgas del gato y el perro
(Ctenocephalides felis, Ctenocephalides spp. y similares), garrapatas
(Rhipicephalus spp., Ixodes spp., Dermacentor spp., Amblyomma spp. y
similares), y acaros (Demodex spp., Sarcoptes spp., Otodectes spp. y similares),
piojos (Trichodectes spp., Cheiletiella spp., Linognaasi spp., y similares),
mosquitos (Aedes spp., Culex spp., Anofeles spp., y similares) y moscas
(Haematobia spp., Musca spp., Stomoxis spp., Dermatobia spp., Cochliomyia
spp., Yy similares). En otra forma de realizacién adicional para el tratamiento

contra ectoparasitos, el ectoparasito es una pulga y/o garrapata.
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Algunos ejemplos adicionales de ectoparasitos que se pueden controlar
con los compuestos de férmula (I) y IA enriquecidos en los enantidmeros (S),
incluyen, pero de manera no taxativa, a: la garrapata Rhipicephalus microplus
(garrapata de ganado), Rhipicephalus decoloratus y Rhipicephalus annulatus;
miasis tales como Dermatobia hominis y Cochliomyia hominivorax (gusano
barrenador del ganado); la miasis ovina tal como Lucilia sericata, Lucilia cuprina
(conocida como “blowfly strike” en Australia, Nueva Zelanda y Sudafrica).
Moscas propiamente dichas, es decir, aquellas cuyo adulto constituye el
parasito, como por ejemplo la Haematobia irritans (mosca del cuerno); piojos
tales como Linognaasi vitulorum, etc.; y acaros tales como Sarcoptes scabiei y
Psoroptes ovis. La lista anterior no es exhaustiva y otros ectoparasitos son bien
conocidos en el arte por ser perjudiciales para animales y humanos. Estos
incluyen, por ejemplo larvas dipteras migratorias.

En una forma de realizacién, cuando se administra con otro compuesto
que es activo contra los endoparasitos, los compuestos y composiciones de la
invencion se pueden utilizar para tratar o prevenir una infeccion endoparasitaria
de los siguientes parasitos: Anaplocephala (Anoplocephala), Ancilostoma,
Necator, Ascaris, Brugia, Bunostomum, Capillaria, Chabertia, Cooperia,
Cyathostomum, Cilicociclus, Cilicodontoforus, Cilicostephanus, Craterostomum,
Dictyocaulus, Dipetalonema, Dipilidium, Dirofilaria, Dracunculus, Echinococcus,
Enterobius, Fasciola, Filaroides, Habronema, Haemonchus, Metastrongilus,
Moniezia, Necator, Nematodirus, Nippostrongilus, Oesophagostomum,
Onchocerca, Ostertagia, Oxiuris, Parascaris, Schistosoma, Strongilus, Taenia,
Toxocara, Strongiloides, Toxascaris, Trichinella, Trichuris, Trichostrongilus,

Triodontoforus, Uncinaria, Wuchereria, y combinaciones de los mismos. En otra
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forma de realizacion de la invencion, el parasito es Haemonchus contortus,
Ostertagia circumcincta, Trichostrongilus axei, Trichostrongilus colubriformis,
Cooperia curticei, Nematodirus battus, Dirofilaria immitis, y combinaciones de los
mismos.

Usos y métodos no veterinarios

Debido a su excelente actividad, los compuestos de férmula (I)
enriquecidos en el enantidmero (S), y en particular los compuestos de férmula IA
donde X', X2 y X3 son H, cloro, flior o CF3, incluyendo al (S)-afoxolaner, se
pueden utilizar para controlar plagas que dafan los cultivos, plantas y materiales
hechos de madera. De manera acorde, la presente invencion también provee un
meétodo para controlar plagas animales, donde dicho método comprende tratar
las plagas, su suministro de alimento, su habitat o su cultivo o una planta
cultivada, materiales de propagacion de plantas (tales como semillas), suelos,
areas, materiales o el medio ambiente donde las plagas crecen o pueden crecer,
o los materiales, plantas cultivadas, materiales de propagacién de plantas (tales
como semillas), suelos, superficies o espacios para proteger del ataque de
plagas o la infestacién por estas, con una cantidad eficaz de plaguicida de un
compuesto de férmula (1), férmula IA donde X', X2y X3 son H, cloro, flior o CF3,
incluyendo al (S)-afoxolaner, o sus sales, 0 una composicion que comprende los
compuestos.

En una forma de realizacién, el método de la invencion sirve para proteger
de un ataque o infestacion de plagas animales al material de propagacion
vegetales (tal como semillas) y la planta que crece a partir del mismo y
comprende tratar el material propagacion de plantas (tal como semillas) con una

cantidad eficaz como plaguicida de un compuesto de férmula (l), formula IA
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donde X', X2y X3 son H, cloro, flior o CF3, incluyendo al (S)-afoxolaner, o sales
de los mismos aceptables para uso agricola que se definieron antes, o con una
cantidad eficaz como plaguicida de una composicion agricola segun se definié
anteriormente y a continuacion. El método de la invencidn no se limita a la
proteccion del "sustrato" (planta, materiales de propagacion de plantas, material
de suelos, etc.) que se trata de acuerdo con la invencién, sino que también tiene
un efecto preventivo, por ejemplo, proteger a una planta que crece a partir de un
material de propagacion vegetal tratado (tal como semillas), por lo tanto la planta
en si misma no se trata.

En una forma de realizacion de la presente invencién relacionada con
aplicaciones agricolas, las "plagas animales" se refieren a artropodos vy
nematodos, mas preferiblemente de insectos perjudiciales, aracnidos y
nematodos, e incluso mas preferiblemente de insectos, acaros y nematodos.

EJEMPLOS

La invencion se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos
no taxativos que ilustran la invencién en mayor profundidad, y no se dan con la
intencion de limitar el alcance de la invencidn, ni se deberian interpretar de esa
manera.

Todas las temperaturas se dan en grados centigrados; temperatura
ambiente significa entre 20 y 25°C. Los reactivos se adquirieron de fuentes
comerciales o se prepararon siguiendo procedimientos que figuran en la
literatura. La pureza quiral se determina mediante analisis por HPLC usando una
columna quiral. Las referencias al volumen de un solvente o reactivo se basan
en el volumen de la materia prima usando una densidad igual a 1 g/ml.

Bn = bencilo
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DCM = diclorometano

DMF = dimetilformamida

ACN = acetonitrilo

eq = equivalentes molares

HPLC = cromatografia liquida de alta presion

PE = éter de petroleo

Red-Al = hidruro de bis(2-metoxietoxi)aluminio y sodio

= temperatura ambiente

TEA = trietilamina

THF = tetrahidrofurano

min. = minutos

h= horas

vol = volumen de solvente en relacion con el volumen de la

materia prima, calculado suponiendo una densidad de 1 gramo/mililitro.
1) Ejemplo 3: Sintesis de (R)-1A-2 donde el carbono quiral del anillo

isoxazolina esta en la configuracion (R).
CF3

Oj,N(H NI : §\q

N .
HN Cl o||_—|| Cl OBn
" @[
(e}
N cl s OBnOBn

[TA-2
2) X!, X3=Cl, X>=H

3)

4) se pusieron la formula (ll1A-2) (45,0g, 1,0eq) y diclorometano (DCM,

1,35 L, 30 volumenes) en un reactor de 2 L y se agitd hasta disolver por
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completo el sélido.

5) se enfrid la mezcla a 0°C.

6) se agrego el catalizador (I1Ib-13-1) (1,8g, 3% mol) a la mezcla.

7) se enfrié la mezcla a -10°C.

8) se agregd hidroxilamina (25,79, 5,0 eq., 50% en agua) a una
solucion de NaOH (18,7g, 6,0 eq., en 5 volumenes de agua) en otro reactor.

9) La solucion se agité durante 30 min.

10)se agregaron gota a gota la hidroxilamina y solucion de NaOH al
reactor de 2 L durante el transcurso de aproximadamente 4 horas.

11)La mezcla que se obtuvo como resultado se agité durante 16 h a -
10°C.

12)se monitore6é por HPLC el proceso de la reaccion hasta que el
contenido de materia prima fue < 1,0%.

13) Una vez completa la reaccion, la mezcla se calenté a 10°C.

14)se agregaron 200 ml de agua a la mezcla y se agitdé la mezcla
durante 10 minutos.

15)se dejaron separar las fases organica y acuosa y se recolect6 la
fase organica.

16) La fase organica se lavo con 200 ml de KH,PO$4 al 15%.

17)Se dejaron separar las fases acuosa y organica y se recolecto la
fase organica.

18)se volvié a lavar la fase organica con 200 ml de salmuera y se
recolecto la fase organica.

19)La fase organica que se obtuvo como resultado se concentro al

vacio a 25~30°C hasta aproximadamente 2 volumenes.



53

20)se carg6 tolueno (450 ml, 10 volumenes) al recipiente y se siguio
concentrando la mezcla al vacio a 45~50° C hasta aproximadamente 3
volumenes. Se repitid6 dos veces el intercambio de solvente por tolueno
usando este procedimiento.

21) Después de intercambiar el solvente por tolueno, la solucion se
calento hasta 55-60°C.

22) Se enfridé la mezcla a 40°C durante 1,5 horas y se agité a 40°C
durante 3 horas.

23) La mezcla se continué enfriando hasta 25°C durante el transcurso
de 2 horas y se agité a 25°C durante 3 horas.

24) Se enfrié la mezcla a 5~10°C durante el transcurso de 1 hora y se
agitdé a 8° C durante 12 horas.

25) Después de un reposo de 12 horas a 8° C, el sdélido se separo por
filtracion y se lavo la torta con tolueno frio (90 ml, 2 volumenes).

26) El sélido que se obtuvo como resultado se seco al vacio a 85~90°C
durante 24 h para obtener el producto como un sdélido blanco (24,0 g, pureza
quiral 98,4%, pureza quimica del 99,3%, rendimiento 52,1%).

27)Los 'H RMN y LCMS del producto son consistentes con la
estructura del (R)-IA-2. Ademas, la pureza quiral del producto se verifico
usando un método de HPLC quiral usando una columna Chiralpak IA 4,6 x
150 mm, 5 mm con una fase mévil de n-hexano y isopropanol (90:10) a una
temperatura de 30° C con deteccién a 240 nm. El caudal es de 1,0 ml/min y

la muestra se prepara con una concentracién de 2,0 mg/ml en etanol.

Ejemplo 7: Preparacion de (S)-afoxolaner usando el catalizador de
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transferencia de fase quiral (llla-13-1):

N\%
l Aol

v AN CF
CF3 off OBn ( ’
0 l\ll/H 0 O NH
- OBn j/
j/ OBn HN
(ITa-13-1)

Y

(S)-afoxolaner

1) se pusieron la materia prima (l11A-1) (200g, 1,0eq, 94,0%)y
DCM (6 L, 30 volumenes) en un reactor de 10 L, el sdlido se disolvié por
completo.

2) Se enfrid la mezcla a 0°C, y algo de materia prima se separo
por precipitacion.

3) se agrego el catalizador (llla-13-1) (7,569, 3% mol, 95,0%)
a la mezcla y la mezcla que se obtuvo como resultado se enfrié mas hasta
-10° C.

4) se agrego hidroxilamina (64,9 g, 3,0 eq, 50% solucién en
agua) a una soluciéon de NaOH (52,5¢, 4,0eq, en 5v de agua) en un reactor
separado y se agitd durante 30 minutos.

5) luego se agregd gota a gota la solucion de
hidroxilamina/NaOH que se obtuvo como resultado al reactor de 10 L que
contenia (I1A-1) durante el transcurso de aproximadamente 4 horas.

6) La mezcla que se obtuvo como resultado se agité durante

12 horas a -10°C y se monitore6 el progreso de la reaccién hasta que la
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cantidad de materia prima fue < 1,0% por HPLC.

7) Luego se calenté la mezcla a 10°C, se agrego 1 litro de agua
y se agité la mezcla durante 10 minutos.

8) La mezcla se dejo sedimentar para separar las dos fases, y
se recolecto la fase organica.

9) Luego se lavd la fase organica con 2 litros de agua, se
dejaron separar las capas nuevamente y se recolecto la fase organica.

10) La fase organica se lavé con 1 litro de salmuera, se dejaron
separar las capas y se recolecté la fase organica y se secé sobre Na,SO,4
(200 g).

11) La fase organica seca se concentr6 al vacio hasta
aproximadamente 2 volumenes.

12) Se cargd tolueno (2 L, 10 volumenes) en la mezcla
concentrada y se continu6 la concentracion al vacio hasta
aproximadamente 5 volumenes. Se repitié el intercambio de solvente
otras dos veces.

13)  La solucion que se obtuvo como resultado se puso dentro
de un reactor de 2,0 L y se calent6 a 55-60°C.

14)  se agrego ciclohexano (300 ml, 1,5 volumenes) a 55-60°C.

15)  Luego se enfrio la mezcla a 40 °C durante el transcurso de
1,5 horas y después se agitdé a 40°C durante 3 horas.

16)  Luego se enfrid la mezcla a 25 °C durante el transcurso de 2
horas y se agitdé a 25°C durante otras 3 horas.

17)  La mezcla que se obtuvo como resultado se enfrié a 0~5

durante el transcurso de 1 hora y se agité a 5 °C durante 12 horas, tras
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cuyo tiempo se filtré la mezcla para aislar el producto.
18) La torta de filtrado se lavé con mezcla fria de tolueno/
ciclohexano (3:1, 1000 ml, 5 volumenes).

19) El producto se obtuvo como un sodlido blanco. (171,5g, pureza
quiral > 99,0% medida por el area usando el método de HPLC quiral descrito
en el Ejemplo 3, pureza quimica > 99,0% medida por el area (HPLC),
rendimiento: 83,6%, pureza por ensayo: 92%). Los espectros de ##1H RMN
y LCMS son consistentes con la estructura del (S)-afoxolaner como solvato
con tolueno. La Figura 3 muestra los espectros de ##1H RMN del (S)-
afoxolaner en DMSO-dg y la Figura 4 muestra los espectros de #1H RMN
del afoxolaner (racémico) para comparacion. La pureza quiral del producto se
determiné usando el método de HPLC quiral descrito en el Ejemplo 3. La
Figura 5 muestra el cromatograma de HPLC quiral del afoxolaner (racémico)
y la Figura 6 muestra el cromatograma de HPLC quiral del producto (S)-
afoxolaner que muestra un enantiomero.

Ejemplo 8: Proceso alternativo para preparar (S)-afoxolaner
Se realizé un proceso alternativo para la preparacion de (S)-afoxolaner. A
continuacion se sefalan algunas de las variaciones clave en el proceso
alternativo.
1. cargar en un reactor 1 kilogramo de compuesto (lIA-1) (1 eq.)
y 9 litros de DCM y agitar para disolver el compuesto.
2. enfriar la mezcla hasta aproximadamente 0° C y cargar 50
gramos (5 % en moles) del catalizador de transferencia de fase quiral (llla-
13-1) y 1 litro de DCM y enfriar la mezcla que se obtiene como resultado

hasta aproximadamente -13° C.
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3. cargar simultaneamente en la mezcla de reaccién una
solucién de 19% (peso en peso) de sulfato de hidroxilamina (294 g, 1,1
eq.) (hecha con 294 gramos de (NH,OH)H,SO,4y 141 gramos de NaCl en
1112 ml de agua) y 4,4 equivalentes de NaOH como una solucién al
17,6% (peso en peso) (286 gramos de NaOH y 158 gramos de NaCl en
1180 ml de agua).

4. La mezcla de reaccion que se obtiene como resultado se
dejo en reposo aproximadamente 20 horas a aproximadamente -13° C y
luego se control6é la reaccion conversion por HPLC (objetivo < 0,5%
medida por el area);

5. Después de completar la reaccién, se agregd agua (3 vol.) a
aproximadamente 0° C. Luego, se agrega a la mezcla una solucién de
709 g de KH,PO$4 en 4,2 litros de agua para ajustar el pH (objetivo 7-8)
y se agita la mezcla que se obtuvo como resultado a aproximadamente
20° C durante 30 minutos.

6. Las capas se dejan sedimentar, se retira la capa acuosa y la
fase organica se lava con 3 litros de agua dos veces.

Cristalizacion del solvato con tolueno

1. Después del paso de extraccidon/lavado, se separa el
diclorometano por destilacion al vacio hasta aproximadamente 1-2
volumenes y se agrega tolueno (aproximadamente 5-10 volumenes).

2. se ajusta el volumen continuando con la destilacion al vacio
y/o por agregado de mas tolueno hasta aproximadamente 5-6 volumenes.
La mezcla se continua destilando mientras se mantiene el volumen para

eliminar por completo el diclorometano que sirve como solvente de la
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reaccion.

3. Luego se enfria la mezcla hasta aproximadamente 10° C y
se siembra con afoxolaner (compuesto racémico) y se agita a la misma
temperatura durante por lo menos 2 horas;

4. La mezcla se calienta hasta aproximadamente 55-65° C, se
deja en reposo durante por lo menos 17 horas y luego se separa el solido
por filtracion. El sélido filtrado se lava con tolueno;

5. El filtrado y el lavado combinados se llevan a un volumen de
aproximadamente 5-6 volumenes por destilacién al vacio y/o agregado de
tolueno;

6. La mezcla que se obtiene como resultado se enfria hasta
aproximadamente 10° C y se deja en reposo durante por lo menos 5 horas
y luego se filtra. La torta se lava con tolueno.

7. la torta se seca a 50° C al vacio para obtener un solvato de
(S)-afoxolaner con tolueno que contiene entre aproximadamente 6% y 8%
de tolueno.

Recristalizacion desde ciclohexano/etanol

Subsiguientemente se recristalizo el solvato de (S)-afoxolaner con tolueno
desde una mezcla de ciclohexano y etanol para eliminar el tolueno asociado y
para purificar adicionalmente el producto.

1. se cargaron 591 gramos del solvato de (S)-afoxolaner con
tolueno en un recipiente junto con 709 ml de etanol (1,2 vol.) y 1773 ml de
ciclohexano (3 vol.) y la mezcla se calent6 hasta aproximadamente 60° C.

2. A la mezcla que se obtuvo como resultado se le agregaron

otros 6383 ml de ciclohexano con agitacion.
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3. La mezcla que se obtuvo como resultado se enfri6 hasta
aproximadamente 30° C y luego se calenté nuevamente a 60° C. Este
proceso se repitido una vez.

4, La mezcla se enfrid lentamente hasta 10° C y se agité
durante por lo menos 5 horas.

5. La suspension espesa que se obtuvo como resultado se filtré
y la torta se lavo con ciclohexano.

6. La torta se sec6 a 50° C al vacio para dar 453,7 gramos de
(S)-afoxolaner.

Ejemplo 10: Mejora de la pureza quiral del (S)-afoxolaner por cristalizacion
desde tolueno

Se concentré6 a sequedad una muestra de mezcla de reaccion que
contenia una proporcion (area por HPLC) de 92,1:7,9, (S)-afoxolaner a (R)-
afoxolaner, y el residuo se cristalizdé desde tolueno y desde etanol/ciclohexano
usando un proceso similar al descrito en el Ejemplo 8. El sdlido cristalino aislado
se analizé por HPLC quiral para determinar las cantidades relativas de (S)-
afoxolaner y (R)-afoxolaner (método de HPLC: columna — Chiralpak AD-3 150
mm x 4,6 mm x 3,0 &&mm, volumen de inyeccion — 10 &&mL, temperatura — 35°
C, flujo — 0,8 ml/minuto, fase movil — 89% hexano/10% isopropanol/1% metanol,
deteccion — 312 nm). Se vio que la proporcion de (S)-afoxolaner a (R)-afoxolaner
en el solido aislado de la cristalizacion con tolueno era 99,0: 1,0 mientras que la
proporcion de (S)-afoxolaner a (R)-afoxolaner en el sdlido cristalizado del
etanol/ciclohexano era de 95,0: 5,0.

El ejemplo muestra que la cristalizaciéon (S)-afoxolaner desde un solvente

aromatico tal como el tolueno da como resultado una significativa mejora de la
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pureza quiral del producto. Esto es muy inesperado y sorprendente.

Ejemplo 12: Cristalizacion de (S)-afoxolaner para hacer solvato cristalino
con tolueno:

Se puso la cantidad de (S)-afoxolaner que se muestra en la tabla 4 en
forma de polvo en un tubo de vidrio y se numeré de manera acorde. luego se
agrego el solvente de cristalizacion (Tabla 4) al tubo. El volumen de solvente de
cristalizacién (véase la tabla 4) se ajustd para obtener preferentemente una
suspension a la temperatura ambiente y una solucion cristalina a alta
temperatura. luego el tubo se cerré herméticamente para impedir la evaporacion
del solvente de cristalizacion y se calentd 1h a alta temperatura (véase la tabla
4) mientras la solucion se mezclaba con un vortice a 400 rpm o se agité con una
barra magnética para disolver el (S)-afoxolaner. Para inducir la cristalizacion del
producto, luego se enfrié el tubo con una velocidad y a la temperatura que se da
en la tabla 4. Cuando se sospecho la presencia de cristales en el tubo, la solucién
se filtr6 al vacio y el sélido que se obtuvo se analiz6 por difraccion de rayos X en
polvo. Cuando ya no se sospechd6 que habia ningun cristal en el tubo, se aplico
el tratamiento adicional mencionado en la tabla 4 a la solucion antes de la
difraccion de rayos X en polvo. Se confirmé que todas las muestras 1-5 eran un

solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno.



Tabla 4

Muestra (S)- Solvente de | Alta | Velocidad de Temp. de Tratamientos
afoxolaner | cristalizacion | Temp | enfriamiento | enfriamiento adicionales

1 8,0mg 20yl de 80°C 3°/h 5°C Filtracion 0,2um
Tolueno luego secado 1h

a 50°C
2 10 mg 200ul de 50°C 3°/h 5°C Filtracion 0,2um
Tolueno luego secado 1h

a50°C
3 10mg 200ul de 50°C 3°/h 5°C Filtracion 0,2um
Tolueno/Ciclo luego secado 1h

hexano (50/50 a 50°C

v/v)

4 10mg 200ul de 50°C 3°/h 5°C Filtracion 0,2um
Tolueno/Ciclo luego secado 1h

hexano (75/25 a 50°C
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v/V)

30mg

600ul de
Tolueno/Ciclo
hexano (75/25

viv

50°C

3°/h

5°C




Se analizé el solido que se obtuvo de la muestra 2 de la tabla 4 por analisis termogravimétrico (TGA) en un
instrumento TGA Q500 de TA Instruments con los siguientes parametros: atmésfera: nitrégeno con flujo de 60 mi/nm,
bandeja estandar: TA 901670-901 no hermética, tapa estandar: TA 901671-901, velocidad: 10° C/minuto. El analisis
por TGA mostré una pérdida de masa de aproximadamente 10,5% desde la temperatura ambiente hasta 160° C, que
es particularmente importante en el rango de temperaturas de entre 70° C y 90° C. Hubo una gran pérdida de masa
sobre los 280° C, asociada a la descomposicién del compuesto. En la Figura 7 se muestra la grafica de la TGA.

El andlisis del sélido que se obtuvo de la muestra 2 por calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realiz6 en
un aparato TA Instruments Q200 usando los siguientes parametros: atmdsfera: nitrdgeno con flujo de 60 ml/nm,
bandeja estandar: TA 901670-901 no hermética, tapa estandar: TA 901671-901, velocidad: 10° C/minuto. El perfil
térmico muestra un pico endotérmico grande y estrecho entre 70° C y 90° C. El perfil de la DSC se muestra en la
Figura 7.

El sdlido aislado de la muestra 2 se analizé por difraccion de rayos X en polvo usando los siguientes equipos
y condiciones: Aparato: difractdmetro Bruker D8-Advance, tipo: Bragg-Brentano; fuente CuKay, &&l = 1,5406A y
CuKaq &&l, = 1,54439A; generador: 35 kV — 40 mA; detector: Lynx Eye; cdmara Anton Paar TTK450; soporte de
muestra de Si; Rango angular: 2° a 40° en 2-theta Bragg; ranura de divergencia variable: 4 mm (V4); tamafio de paso:
0,041°; tiempo de paso: 1 s. La Figura 8 muestra el patron de difraccion de rayos X en polvo de la forma sdélida. A

continuacion, en la tabla 6 se dan los picos a 2-theta grados identificados en el analisis.
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Tabla 6
Angulo Valor d Intensidad Intensidad %
2-Theta ° Angstrom Cuentas %
4,859 18,17219 2531 100
8,516 10,37469 1375 54,3
8,823 10,01388 457 18,1
9,735 9,07796 298 11,8
10,778 8,20182 729 28,8
11,644 7,59373 272 10,7
12,161 7,27189 566 22,4
12,746 6,93963 1029 40,7
14,591 6,06596 654 25,8
15,136 5,84883 450 17,8
16,694 5,30627 538 21,3
16,999 5,21182 930 36,7
17,616 5,03058 493 19,5
18,411 4,81508 1113 44
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18,838 4,70694 1403 55,4
19,54 4,53941 725 28,6
19,894 4,45942 1073 42,4
20,937 4,23955 383 15,1
21,484 4,13274 645 25,5
21,859 4,06265 1141 451
22,236 3,99476 1497 59,1
22,985 3,86627 657 26
23,431 3,79365 998 39,4
24,540 3,62465 466 18,4
25,291 3,51867 1218 48,1
25,643 3,4711 1367 54
26,359 3,37852 393 15,5
27,143 3,28268 625 24,7
28,472 3,13235 417 16,5
29,223 3,05358 425 16,8
29,776 2,99809 425 16,8
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30,638 2,91563 449 17,7
32,865 2,72303 314 12,4
33,120 2,70265 300 11,9
33,782 2,65114 358 14,1
34,529 2,5955 402 15,9
37,046 2,42474 348 13,7
38,405 2,342 364 14,4
39,648 2,27137 358 14,1

Ejemplo 13: Difraccién de rayos X en un unico cristal

Se realizé un analisis de difraccion de rayos X en un unico cristal sobre un cristal de solvato con tolueno
producido por cristalizacién de (S)-afoxolaner hecho mediante el proceso de la invencién de acuerdo con los Ejemplos
7 y 8. La estructura cristalina del (S)-afoxolaner se resolvié y refind hasta un factor R final del 5,5%. Se vio que la
estructura es triclinica y contiene dos moléculas independientes de (S)-afoxolaner y dos moléculas de tolueno. Se vio
que la estructura cristalina estaba fuertemente alterada segun se muestra en la Figura 9. A continuacion, en la tabla
7 se describe cierta informacion que describe la estructura cristalina y molecular. De acuerdo con el programa de

simulacién molecular Cerius2, la configuracion absoluta del solvato con tolueno preparado mediante el proceso de la
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invencion es (S). En la Figura 10 se muestra la estructura de la estructura molecular que se obtuvo del software

Cerius2.
Tabla 7

Parametros de la estructura cristalina
Férmula quimica C33Ho5CIFgN3; 05
Volumen 1561,42 A3
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P1
A 8,2010 A
B 10,7031 A
C 18,6462 A
a 75,6862°
&&b 84,2126°
&&g 80,592°
Densidad (g/cm?3) 1,497
indices R 5,5%
Parametro de estructura absoluta -0,03
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Moléculas por célula 2
Rango Theta para la recoleccion de 1,98° a 26,44°
datos

*kkkkkkkkk

La invencion se describe adicionalmente mediante los siguientes parrafos numerados:

1. Un solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno CARACTERIZADO PORQUE tiene la formula:

o) /—CF3
}NH
HN

CF3

(S)-afoxolaner
2. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE se caracteriza por un patron
de difraccion de rayos X en polvo que comprende dos o mas de los picos 2-theta que se seleccionan entre el grupo

que consiste en:
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Angulo
2-Theta °
4,859,
22,236,
18,838,
8,516,
25,643,
25,291,
21,859,
18,411,
19,894 y
12,746
+ 0,2 2-theta, segun se determina con un difractdmetro usando radiaciéon Cu-Ka.
3. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE se caracteriza por un

patrén de difraccion de rayos X en polvo que comprende tres 0 mas picos que se seleccionan entre el grupo que

consiste en:

Angulo
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2-Theta °

4,859,

22,236,
18,838,
8,516,

25,643,

25,291,

21,859,

18,411,

19,894 y

12,746

t 0,2 2-theta.
4. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene un patron de difraccion

de rayos X en polvo que sustancialmente es segun se muestra en la Figura 8.

5. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene un termograma de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) con un evento endotérmico a una temperatura de entre aproximadamente

83°C y aproximadamente 87°C, correspondiente al solvato con tolueno.
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6. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene un termograma de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) con un evento endotérmico a una temperatura de aproximadamente 84,7°C,
correspondiente al solvato con tolueno.

7. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE tiene un termograma de
calorimetria diferencial de barrido que sustancialmente es segun se muestra en la Figura 7.

8. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene un termograma de
analisis termogravimétrico (TGA) caracterizado por una pérdida de peso de aproximadamente 10,5% a entre
aproximadamente aproximadamente 26°C y aproximadamente 160°C.

9. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene un termograma de
analisis termogravimétrico que sustancialmente es segun se muestra en la Figura 7.

10. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene parametros de la celda

unidad que son sustancialmente iguales a los siguientes:

Volumen de celda 1561,42 A3
Sistema de simetria de la celda Triclinica
Nombre del grupo espacial de simetria P1
Longitud de celda a 8,201 A
Longitud de celda b 10,7031 A
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Longitud de celda ¢ 18,6462 A
Angulo de celda a 75,6862°
Angulo de celda B 84,2126°
Angulo de celda y 80,592°
Densidad (g/cm?3) 1,497

11. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene parametros de la celda

unidad que son sustancialmente iguales a los siguientes:

Volumen de celda 1561,42 A3
Sistema de simetria de la celda Triclinica
Nombre del grupo espacial de simetria P1
Longitud de celda a 8,201 A
Longitud de celda b 10,7031 A
Longitud de celda ¢ 18,6462 A
Angulo de celda a 75,6862°
Angulo de celda B 84,2126°
Angulo de celda y 80,592°
Densidad (g/cm3) 1,497
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indices R 5,5%

Parametro de estructura absoluta -0,03

12.  El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE presenta dos o mas de las

siguientes caracteristicas:
i) un patrén de difraccion de rayos X en polvo que comprende por lo menos tres valores 2-theta que se

seleccionan entre el grupo que consiste en

Angulo

2-Theta °

4,859,

22,236,

18,838,

8,516,

25,643,

25,291,

21,859,

18,411,

19,894 y
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12,746

+ 0,2 2-theta;

ii) un patron de difraccion de rayos X en polvo que sustancialmente esta de acuerdo con el espectro de
difraccion de rayos X en polvo que se muestra en la Figura 8;

iii) un termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC) con un evento endotérmico a una temperatura
de entre aproximadamente 83°C y aproximadamente 87° C;

iv) un termograma de calorimetria diferencial de barrido que sustancialmente es segun se muestra en la Figura
7y

v) un diagrama del analisis termogravimétrico (TGA) sustancialmente igual al que se muestra en la Figura 7.

13. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE la proporcion molar de (S)-
afoxolaner a tolueno es de aproximadamente 1:1.

14. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE se aisla el solvato cristalino
de (S)-afoxolaner con tolueno.

15. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE por lo menos un 90% en peso
del (S)-afoxolaner es una forma de solvato cristalino con tolueno.

16. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE por lo menos un 80% en peso

del (S)-afoxolaner es una forma de solvato cristalino con tolueno.
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17. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE por lo menos un 70% en peso
del (S)-afoxolaner es una forma de solvato cristalino con tolueno.

18. El solvato cristalino con tolueno del parrafo 1, CARACTERIZADO PORQUE por lo menos un 60% en peso
del (S)-afoxolaner es una forma de solvato cristalino con tolueno.

19. Una composicién plaguicida o antiparasitaria CARACTERIZADA PORQUE comprende al solvato
cristalino con tolueno de acuerdo con el parrafo 1, y por lo menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente o
aceptable para uso agricola.

20. La composicion plaguicida o antiparasitaria del parrafo 19 CARACTERIZADA PORQUE comprende al
solvato cristalino con tolueno, donde dicho solvato cristalino con tolueno estd mezclado con una o mas formas
polimorfiicas distintas y/o un compuesto amorfo de (S)-afoxolaner.

21. La composicion plaguicida o antiparasitaria del parrafo 19 CARACTERIZADA PORQUE donde por lo
menos un 80% del (S)-afoxolaner esta en forma de un solvato cristalino con tolueno.

22. La composicidon plaguicida o antiparasitaria del parrafo 19 CARACTERIZADA PORQUE la composiciéon
comprende por lo menos un 95% en peso del solvato cristalino con tolueno en base al peso total de compuesto de
(S)-afoxolaner en la composicion.

23. La composicién plaguicida o antiparasitaria del parrafo 22, CARACTERIZADA PORQUE la composicion

comprende por lo menos un 98% en peso del solvato cristalino con tolueno en base al peso total de compuesto de
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(S)-afoxolaner en la composicion.

24. Un proceso para preparar el solvato cristalino con tolueno del parrafo 1 CARACTERIZADO PORQUE
dicho proceso comprende cristalizar el (S)-afoxolaner desde tolueno, opcionalmente en presencia de un segundo
solvente.

25. El proceso del parrafo 24 CARACTERIZADO PORQUE comprende cristalizar el (S)-afoxolaner desde
una mezcla de tolueno y ciclohexano.

26. El proceso del parrafo 25 CARACTERIZADO PORQUE la mezcla de tolueno y ciclohexano comprende
una proporcidon de entre aproximadamente 50:50 y aproximadamente 99: 1 (v/v) de tolueno a ciclohexano.

27. El proceso del parrafo 24 CARACTERIZADO PORQUE comprende:

a) proveer una solucion de (S)-afoxolaner en tolueno, opcionalmente en presencia de un segundo solvente;

b) obtener el solvato cristalino de (S)-afoxolaner de la solucion del paso a); y

c) aislar el solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno.

28. El proceso del parrafo 27, CARACTERIZADO PORQUE la solucién de (S)-afoxolaner en tolueno,
opcionalmente en presencia de un segundo solvente, se obtiene combinando (S)-afoxolaner sélido y tolueno,
opcionalmente en presencia de un segundo solvente, y calentando la combinacion.

29. El proceso del parrafo 28, CARACTERIZADO PORQUE la combinacion se calienta a una temperatura de

entre aproximadamente 50° C y aproximadamente 80° C.
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30. El proceso del parrafo 27, CARACTERIZADO PORQUE el solvato cristalino de (S)-afoxolaner con tolueno
se obtiene enfriando la solucién del paso a).

31. El proceso del parrafo 30, CARACTERIZADO PORQUE la solucion del paso a) se enfria hasta una
temperatura menor de aproximadamente 20° C.

32. El proceso del parrafo 30, CARACTERIZADO PORQUE la solucion del paso a) se enfria hasta una
temperatura menor de aproximadamente 15° C.

33. El proceso del parrafo 30, CARACTERIZADO PORQUE la solucion del paso a) se enfria hasta una

temperatura de aproximadamente 10° C.

* % %

Habiendo asi descrito en detalle diversas formas de realizacion de la presente invencion, se debe entender
que la invencion definida por los anteriores parrafos no se debe limitar a los detalles particulares que se dieron en la
anterior descripcion ya que hay muchas variaciones evidentes de la mismos que son posibles sin apartarse del

espiritu ni del alcance de la presente invencion.
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Figura 3: '"H RMN de (S)-afoxolaner en DMSO-d¢ preparado en el Ejemplo 7
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Figura 4: '"H RMN de afoxolaner (racémico) en DMSO-dg.
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) ~ Cromatograma )
PH-MAL-ML925-1-23(52001-129P2) D:\Data-building 5'2015201503'201 50304 PH_MAL ML925-1-23(52001-129P2).lcd
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] Ll oo
| f
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I
| ||
] AR
o- NN
— - 1 - - - - 1 - - - - 1 - - - 1 T " - - 1 T T
0 5 10 15 20 25 30
min
1 Det.A Chl

Tabla de picos - Detector A Ch1 240nm

Pico # Tiempo de ret. Altura Altura (%) Area Area (%)
1 7,308 146660 55,281 3008679 48,917
2 8,928 118640 44,719 3141932 51,083

Total 265301 100,000 6150611 100,000

Figura 5: HPLC quiral de afoxolaner (racémico) usando el método de HPLC del Ejemplo 3.
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Método analitico:

Columna: IA 4,6*150mm, 5,0um
Flujo isoocratico: HEX:IPA = 90:10
Caudal: 1,ml/min

Detector: UV/240nm

Temperatura de la columna: 30°C
Preparacion de la muestra: 2,0mg/ml
Diluyente: Etanol

Cromatograma
PH-MAL-MLO25-0-107(02302-047P1)2T D-\Data\201510'20151014' PH-MAL-MLO25-0-107(02302-047P1)2T lcd
mAU
500-] 12 PDA Multi T
i =
] I
] I
250 |I
; i
- | i _—"_
o A —
0.0 25 50 75 100 125 150 175 200 05
min
1 PDA Multi 1
Tabla de picos - PDA Ch1 240nm 4nm
Pico # Tiempo de ret. Altura Altura (%) Area Area (%)
1 7,460 525538 99,705 11755554 99,628
2 9,741 1556 0,295 43948 0,372
Total 527093 100,000 11799502 100,000

Figura 6: HPLC quiral de (S)-afoxolaner usando el método de HPLC del Ejemplo 3.
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Figura 7: TGA y DSC del solvato de (S)-afoxolaner con tolueno del Ejemplo 12
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Figura 8: difraccion de rayos X en polvo del solvato de (S)-afoxolaner con tolueno del Ejemplo 12



85

Figura 9: Estructura del (S)-afoxolaner (monocristal)



86

/

\ i
D121 ‘ é:m ) \ —(
N7 e 'j—_

Figura 10: Estructura molecular del (S)-afoxolaner con software Cerius 2
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