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DESCRIPCION

Sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazina-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidina-4-il) urea,
métodos de preparacién y usos de la misma

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EE. UU. N° 62/597.236, presentada el 11 de
diciembre de 2017.

CAMPO

[0002] La presente descripcion se refiere a la sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-
trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljurea (también conocida como HM04 o H0900), un potente antagonista del
receptor del secretagogo de la hormona del crecimiento/grelina (GHS-R1a) util en el tratamiento de enfermedades
asociadas con un desequilibrio de niveles de grelina, como atracones, adiccién al alcohol y otros trastornos (p. ej.,
sindrome de Prader-Willi). La presente descripcion también se refiere a diferentes formas cristalinas de sal de fumarato
HMO04 y métodos para producirlas.

ANTECEDENTES

[0003] Se entiende que la grelina, un péptido liberador de la hormona del crecimiento producido por las células
grelinérgicas en el tracto gastrointestinal, funciona como un neuropéptido que regula el metabolismo energético
estimulando el apetito. La modulacién, p. €j., la inhibicién, de la sefalizacion de la grelina, a través del receptor del
secretagogo de la hormona del crecimiento/grelina (GHS-R1a), es un objetivo atractivo para el tratamiento farmacolégico
de los trastornos asociados con un nivel alto de grelina. Los trastornos potenciales para el tratamiento con moduladores
de grelina incluyen abuso de alimentos (como atracones, obesidad, hiperfagia (o apetito incontrolable), rebote de peso
corporal posterior a la dieta (incluida la hiperfagia posterior a la dieta), adiccién al alcohol y enfermedades genéticas
asociadas con el aumento del nivel de grelina. (p. ej., sindrome de Prader-Willi (PWS)).

[0004] EI PWS ocurre en aproximadamente 1 de cada 10 000 nacimientos y esta asociado con la delecién o falta de
expresion de la regién 15g11,2 del cromosoma 15 paterno. Las caracteristicas del PWS incluyen baja estatura, bajo tono
muscular e hiperfagia. El reemplazo de la hormona del crecimiento se usa con frecuencia para tratar las deficiencias del
crecimiento y la hipotonia. Sin embargo, falta un tratamiento para el apetito insaciable y los nifios con PWS pueden
madurar y convertirse en adultos que padecen obesidad y diabetes tipo 2. Los niveles de grelina generalmente estan
elevados. en PWS; sin embargo, la relacion con la sefalizacién de grelina y la ingesta de alimentos en PWS sigue sin
estar clara. Consulte Purtell L., et al., In adults with Prader-Willi syndrome, elevated ghrelin levels are more consistent with
hyperphagia than high PYY and GLP-1 levels. Neuropeptides. 2011;45(4):301-7; Cummings D.E., et al., Elevated plasma
ghrelin levels in Prader Willi syndrome. Nature Medicine. 2002;8(7):643-4; DelParigi A., et al., High circulating ghrelin:
a potential cause for hyperphagia and obesity in Prader-Willi syndrome. The Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. 2002;87(12):5461-4.

[0005] Por consiguiente, es deseable encontrar tratamientos que inhiban eficazmente la GHSR1a, que sean tolerables
para el paciente y que no interfieran con otras funciones de las hormonas del crecimiento. Moduladores de GHSR1a,
incluidos inhibidores como (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea
(HMO04, HO900) representada a continuacion, se informa en la Patente de EE. UU. N° 9,546,157.
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[0006] Sin embargo, las formas salinas estables y las formas cristalinas de las mismas no se describen en el mismo.
RESUMEN
[0007]

Forma de realizacién 1. Forma de realizacién de la presente invencién: Una sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-
dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetilo)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea, estando dicha sal al menos en
un 50 % en forma cristalina.

Forma de realizaciéon 2. La sal de la forma de realizacién 1, en donde la sal es sal de fumarato de 1:1(R)-3-(1-
(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea.

Forma de realizacion 3. La sal de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la sal es al menos
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60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % o0 100 % en la forma cristalina.

Forma de realizacion 4. La sal de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 3 que comprende la Forma 1 que
tiene el patron de XRPD de la Figura 12 determinado por XRPD usando radiacién Cu K alfa.

Forma de realizacion 5. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 3 que comprende la Forma 2
caracterizada por el patrén de XRPD de la Figura 3 determinado por XRPD usando radiacién Cu K alfa.

Forma de realizacion 6. La sal de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 3 que comprende la Forma 3
caracterizada por el patrén de XRPD de la Figura 15 determinado por XRPD usando radiacién Cu K alfa.

Forma de realizaciéon 7. La sal de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 3 que comprende la Forma 4
caracterizada por el patrén de XRPD de la figura 16 determinado por XRPD usando radiacion Cu K alfa.

Forma de realizaciéon 8. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 3 que comprende la Forma 1
caracterizada por un patron de XRPD, usando radiacién Cu K alfa, que comprende picos en 7,8 £+ 0,2, 9,5 £ 0,2,
143+0,2,16,7+0,2,17,2+£0,2,18,5+0,2,18,8 +0,2, 19,3 £ 0,2, 20,0 £ 0,2, 20,7 £ 0,2, 22,4 + 0,2, 23,2 £ 0,2,
25,6+0,2,27,2+0,2,31,7+0,2y 32,4 + 0,2 grados 2 theta.

Forma de realizacion 9. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 3 que comprende la Forma 3
caracterizada por un patron de XRPD, usando radiacion Cu K alfa, que comprende picos en 7,2 + 0,2, 9,4 £ 0,2,
9,7+0,2,10,8 £0,2,14,3+0,2, 15,1 £0,2,16,2+0,2,17,9+0,2, 18,7 £0,2, 18,9+ 0,2, 19,6 + 0,2, 21,5 £ 0,2,
22,7+0,2,23,7+0,2,24,3+0,2,25,1+0,2,27,4 +0,2, 28,7 + 0,2 y 34,9 + 0,2 grados 2 theta.

Forma de realizacion 10. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 3 que comprende la Forma 4
caracterizada por un patron de XRPD, usando radiaciéon Cu K alfa, que comprende picos en 12,2 £ 0,2, 13,2 +
0,2,15,0+0,2,154+0,2,17,6 +0,2,18,1 +£0,2, 19,5+ 0,2, 20,2 + 0,2, 20,9 £ 0,2, 21,4 £ 0,2, 23,0 £ 0,2, 23,4 £
0,2,24,4£0,2,24,8 £0,2,259+0,2,27,9+0,2,28,9 +0,2,29,6 £0,2, 30,7 £ 0,2 grados 2 theta.

Forma de realizacion 11. La sal de cualquiera de las formas de realizacién anteriores, que comprende al menos
una forma cristalina elegida de dicha Forma 1, Forma 2, Forma 3 y Forma 4.

Forma de realizacion 12. Un producto farmacéutico que comprende la sal de cualquiera de las formas de
realizacién 1-11, para uso en terapia.

Forma de realizacion 13. Una composicién que comprende la sal de cualquiera de las formas de realizacién 1 a
11 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Forma de realizacion 14. Un método para preparar la sal de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 11 que
comprende combinar (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-
iljurea con &cido fumarico.

Forma de realizacion 15. El método de la forma de realizaciéon 14, en donde el (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-
il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-la metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea estd en forma sélida o en solucién cuando se
combina con acido fumarico.

Forma de realizacion 16. EI método de cualquiera de las formas de realizacién 14 a 15, en donde el (R)-3-(1-
(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)Jurea se somete a extraccion de
acido/base antes de combinarse con acido fumarico.

Forma de realizacién 17. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 11, el producto farmacéutico de
la forma de realizacion 12, o la composicién de la forma de realizacion 13, para usar en un método para reducir
la actividad de sefalizacién de la grelina en una célula que comprende exponer dicha célula a dicha sal, farmaco
producto o composicion.

Forma de realizacién 18. Los productos para el uso de la forma de realizacion 17, en los que la célula se expone
a dicha sal, dicho farmaco o dicha composicion in vitro.

Forma de realizacién 19. Los productos para el uso de las formas de realizacion 17 o la forma de realizacion 1
8, en los que la actividad de sefalizacién de la grelina se mide por el nivel de calcio intracelular detectado por el
ensayo del lector de placa de imagenes de fluorescencia (FLIPR).

Forma de realizacion 20. Los productos para el uso de la forma de realizacion 19, en los que se reduce el nivel
de calcio intracelular.

Forma de realizacion 21. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1-11, el producto farmacéutico de la
forma de realizacién 12, o la composicion de la forma de realizacién 13, para usar en un método para reducir la
actividad de sefalizacién de la grelina en un sujeto que comprende administrar al sujeto dicha sal, farmaco
producto o composicion.

Forma de realizacién 22. La sal de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 11, el producto farmacéutico de
la forma de realizacién 12, o la composicion de la forma de realizacién 13, para usar en un método para tratar a
un sujeto que tiene una condicién o trastorno asociado con un aumento en el nivel de grelina que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha sal, farmaco o composicién.

Forma de realizacién 23. Los productos para el uso de la forma de realizacién 22, donde la condicion o trastorno
se elige entre abuso de alimentos, adiccion al alcohol, sindrome de Prader-Willi, atracones, obesidad,
recuperacion del peso corporal después de una dieta e hiperfagia.

Forma de realizacion 24. Los productos para el uso de cualquiera de las formas de realizacion 22 a 23 que
comprenden la administracion oral de la sal, el compuesto cristalino, el farmaco o la composicion al sujeto.
Forma de realizacion 25. Los productos para el uso de cualquiera de las formas de realizacion 22 a 24, en los
que se aplican una o mas de las siguientes condiciones: (a) el nivel de hormona de crecimiento circulante del
sujeto esta modulado y/o reducido; (b) se reduce la ingesta de alimentos del sujeto; (c) el peso corporal del sujeto
se reduce y/o estabiliza.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2910030 T3

[0008] Los objetos y ventajas adicionales se estableceran en parte en la descripcion que sigue, y en parte seran obvios a
partir de la descripcion, o se pueden aprender por la practica. Los objetos y ventajas se realizaran y alcanzaran mediante
los elementos y combinaciones particularmente sefialados en las reivindicaciones anexas.

[0009] Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son solo
ilustrativas y de ejemplo. El objeto de la invencién esta determinado por las reivindicaciones.

[0010] Los dibujos adjuntos, que se incorporan y constituyen una parte de esta memoria descriptiva, ilustran una (varias)
realizaciones y, junto con la descripcidn, sirven para explicar los principios aqui descritos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0011]

La figura 1Ay la figura 1B (panel inferior) muestran perfiles de XRPD representativos de la Forma 1 cristalina de
base libre de HM04 preparada como se establece en el Ejemplo 1A.

La figura 1B (panel superior) muestra un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de base libre de
HMO04 preparada como se establece en el Ejemplo 1B.

La figura 1C muestra un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 2.

La figura 2 muestra un perfil representativo de XRPD de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 3.

La figura 3 muestra un perfil representativo de XRPD de la Forma 2 de la sal de fumarato de HM04 preparada
como se establece en el Ejemplo 3.

La figura 4A muestra el perfil de XRPD observado después de mezclar las Formas 1y 2 de la sal de fumarato de
HMO04 en una proporcion de 50:50 en acetonitrilo:agua (95:5) durante 48 horas a 60 °C.

La figura 4B muestra el perfil de XRPD observado después de mezclar las Formas 1 y 2 de la sal de fumarato
HMO04 en una proporcién de 50:50 en etanol durante 48 horas a 60 °C.

La figura 5 proporciona una descripcién general de un método de sintesis ampliado de la Forma 1 de la sal de
fumarato de HMO04 y se describe con mayor detalle en el Ejemplo 5.

La figura 6 muestra un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 5 (después de secar a 60 °C durante 6 horas).

La figura 7 muestra un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 5 (después de secar a 60 °C durante 15 horas).

La figura 8 muestra un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 5 (después de secar a 60 °C durante 72 horas).

La figura 9 muestra un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 5 (después de secar a 65 °C durante 18 horas).

La figura 10 proporciona una descripcion general del método de sintesis simplificado de la Forma 1 de la sal de
fumarato de HMO04 y se describe con mas detalle en el Ejemplo 6.

La figura 11 proporciona un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 6, Ensayo 1.

La figura 12 proporciona un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 6, Ensayo 2.

La figura 13 proporciona un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato de HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 6, escalado mediante el método del Ensayo 2.

La figura 14 proporciona un perfil de XRPD representativo de la Forma 1 cristalina de la sal de fumarato HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 6, Ensayo 3.

La figura 15 proporciona un perfil representativo de XRPD de la Forma 3 cristalina de la sal de fumarato HM04
preparada como se establece en Ejemplo 7.

La figura 16 proporciona un perfil de XRPD representativo de la Forma 4 cristalina de la sal de fumarato HM04
preparada como se establece en el Ejemplo 8.

La figura 17 proporciona una comparacion de la concentracion plasmatica de HM04 (ng/mL) a lo largo del tiempo
en ratas que recibieron una dosis oral de 3 mg/kg de base libre de HM04 y 3 mg/kg de sal de fumarato de HM04
(basado en el peso de la base libre).

La figura 18 proporciona una comparacion de la concentraciéon plasmatica de HM04 (ng/mL) a lo largo del tiempo
en perros que recibieron una dosis oral de 2 mg/kg de base libre de HM04 y 2 mg/kg de sal de fumarato de HM04
(basado en el peso de la base libre).

La figura 19 proporciona una comparacion de la concentracion plasmatica de HM04 (ng/ml) en ratas a lo largo
del tiempo después de recibir dosis orales de 3, 10 y 30 mg/kg de sal de fumarato de HM04 (basado en el peso
de la base libre).

La figura 20 proporciona una comparacion de la concentracion plasmatica de HM04 (ng/ml) en perros a lo largo
del tiempo después de recibir dosis orales de 3, 10 y 30 mg/kg de sal de fumarato de HM04 (basado en el peso
de la base libre).

La figura 21A muestra la curva de concentracién-respuesta de HM04 en el ensayo del lector de placa de
imagenes de fluorescencia antagonista (FLIPR) usando células HEK293 que expresan el receptor GHSR1a
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humano.

La figura 21B muestra la curva de concentracion-respuesta de R011 en el ensayo FLIPR antagonista utilizando
células HEK293 que expresan el receptor GHSR1a humano.

La figura 21C muestra la curva de concentracion-respuesta de HM04 en el ensayo de agonista FLIPR utilizando
células HEK293 que expresan el receptor GHSR1a humano.

La figura 21D muestra la curva de concentracion-respuesta de R011 en el ensayo de agonista FLIPR utilizando
células HEK293 que expresan el receptor GHSR1a humano.

La figura 21E muestra la curva de concentracion-respuesta de HM04 en un ensayo de agonista inverso de inositol
1 fosfato (IP-1).

La figura 21F muestra la curva de concentracion-respuesta de R011 en un ensayo de agonista inverso de inositol
1 fosfato (IP-1).

La figura 22 muestra la concentracion media de hormona del crecimiento en plasma observada en ratas en el
tiempo 0 y 15 minutos después de la inyeccion de grelina en los siguientes cuatro grupos de tratamiento: 1) 1
ml/kg de solucién salina mas 10 mi/kg de CMC al 0,5 % p.o. (n=6); 2) 15 ug/kg de grelina i.v. mas 10 ml/kg de
CMC al 0,5 % p.o. (n=6); 3) 30 mg/kg de sal de fumarato HMO04 p.o. 2 horas antes de 15 ug/kg de grelina i.v.
(n=6); 4) 10 mg/kg de antagonista de grelina R011 i.p. 30 minutos antes de 15 pg/kg de grelina i.v. (n=6).

La figura 23A muestra la ingesta de alimentos en ratones Snordll6+/- (Het) de 7 meses de edad y comparieros
de camada de tipo salvaje (WT) de 7 meses de edad medidos 1 hora después de una unica administracién
intraperitoneal de 1) vehiculo (n=6); 2) 10 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basado en el peso de la base libre)
(n=6); 3) 0,5 mg/kg de cabergolina (n=6); 0 4) 10 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basado en el peso de la base
libre) més 0,5 mg/kg de cabergolina (n=6). Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 16 horas antes de la
inyeccion y se les dio libre acceso a la comida después de la inyeccion.

La figura 23B muestra la ingesta de alimentos en ratones Snordll6+/- (Het) de 7 meses de edad y comparieros
de camada de tipo salvaje (WT) de 7 meses de edad medidos 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas y 24
horas después de una Unica administracion intraperitoneal de 1) vehiculo (n=6); 2) 10 mg/kg de sal de fumarato
HMO04 (basado en el peso de la base libre) (n=6); 3) 0,5 mg/kg de cabergolina (n=6); o 4) 10 mg/kg de sal de
fumarato HM04 (basado en el peso de la base libre) mas 0,5 mg/kg de cabergolina (n=6). Los ratones se
mantuvieron en ayunas durante 16 horas antes de la inyeccion.

La figura 24 muestra la ingesta de alimentos en ratones Snordlli6+/- (Het) de 3 meses de edad y comparieros de
camada de tipo salvaje (WT) de 3 meses de edad medidos 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas y 24 horas
después de una Unica administracion intraperitoneal de 1) vehiculo (n=6) o 2) 10 mg/kg de sal de fumarato HM04
(basado en el peso de la base libre) (n=6). Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 16 horas antes de la
inyeccion y se les dio libre acceso a la comida después de la inyeccion.

La figura 25A muestra la ingesta de alimentos en ratones Snordll6+/- (Het) de 12 meses de edad y comparieros
de camada de tipo salvaje (WT) de 12 meses de edad medidos 1 hora después de una Unica administracién
intraperitoneal de 1) vehiculo (Het n=4; WT n=6) o 2) 10 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basado en el peso de
la base libre) (Het n=4; WT n=6). Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 16 horas antes de la inyeccion
y se les dio libre acceso a la comida después de la inyeccién.

La figura 25B muestra la ingesta de alimentos en ratones Snordll6+/- (Het) de 12 meses de edad y comparieros
de camada de tipo salvaje (WT) de 12 meses de edad medidos 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas y 24
horas después de una sola administracién intraperitoneal de 1) vehiculo (Het n=4; WT n=6) o 2) 10 mg/kg de sal
de fumarato HMO04 (basado en el peso de la base libre) (Het n=4; WT n=6). Los ratones se mantuvieron en ayunas
durante 16 horas antes de la inyeccion y se les dio libre acceso a la comida después de la inyeccién.

La figura 26 muestra la ingesta de alimentos en ratones Snordlli6+/- (Het) de 7 meses de edad y compareros de
camada de tipo salvaje (WT) de 7 meses de edad medidos 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas y 24 horas
después de una Unica administracién intraperitoneal de 1) vehiculo (n=5) 30 mg/kg de sal de fumarato HM04
(basado en el peso de la base libre) (n=5). Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 16 horas antes de la
inyeccion y se les dio libre acceso a la comida después de la inyeccion.

La figura 27A muestra la ingesta de alimentos y la figura 27B muestra el peso de ratones Snordll6+/- (Het) de 6
meses de edad y compareros de camada de tipo salvaje (WT) de 6 meses medidos diariamente después de 10
dias consecutivos de administracion intraperitoneal a las 07:00 horas de 1) vehiculo (n=10) 0 2) 10 mg/kg de sal
de fumarato HMO04 (basado en el peso de la base libre) (n=10).

La figura 28A muestra la ingesta de alimentos y la figura 28B muestra el peso de ratones Snordll6+/- (Het) de 8
meses de edad y comparieros de camada de tipo salvaje (WT) de 8 meses medidos diariamente después de 5
dias consecutivos de administracién oral a las 07:00 horas de 1) vehiculo (n=5) o 2) 30 mg/kg de sal de fumarato
HMO04 (basado en el peso de la base libre) (n=5).

La figura 29A muestra la ingesta de alimentos durante el ciclo de luz y la figura 29B muestra la ingesta de
alimentos durante el ciclo de oscuridad de ratones Snordll6+/- (Het) de 8 meses de edad y companeros de
camada de tipo salvaje (WT) de 8 meses medidos diariamente después de 5 ratones consecutivos. dias de
administracion oral a las 18.00 horas de 1) vehiculo (n=5) o 2) 30 mg/kg de sal de fumarato HMO04 (basado en el
peso de la base libre) (n=5).

DESCRIPCION DE LAS FORMAS DE REALIZACION

[0012] Como se resume anteriormente, y como se establece en detalle a continuacion, la presente divulgacion se refiere
a la sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenilo)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea y
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formas cristalinas de la misma. La presente descripcion también se refiere a métodos para preparar la sal de fumarato y
formas cristalinas de la misma, y métodos para usar la misma para la inhibicion de GHSR1a.

[0013] Los detalles de la divulgacion se exponen en la descripcion adjunta a continuacién. Aunque los métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos aqui pueden usarse en la practica o prueba de la presente descripcion,
ahora se describen métodos y materiales ilustrativos. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la divulgacion seran
evidentes a partir de la descripcion y de las reivindicaciones. En la especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las
formas singulares también incluyen el plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. A menos que se
defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el mismo
significado que comunmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta divulgacion.

[0014] Un aspecto de la presente divulgacion se relaciona con sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-
2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea. En al menos una forma de realizacién de la presente divulgacién, la
sal es 1:1 (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea:sal de fumarato
de.

[0015] La sal esta al menos en un 50 % en forma cristalina. En formas de realizacién adicionales, la sal puede ser al
menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % y 100 % cristalina.

[0016] Si la sal es al menos parcialmente cristalina, la forma cristalina puede elegirse entre la Forma 1, la Forma 2, la
Forma 3 y la Forma 4.

[0017] En al menos una forma de realizacion, la sal comprende la Forma 1 cristalina caracterizada por el patrén de XRPD
de la figura 12 como XRPD determinado usando radiacion Cu K alfa. En formas de realizacion adicionales, la sal puede
ser al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 %, al menos 99 % y 100 % de Forma 1 cristalina.

[0018] En algunas formas de realizacion, la Forma 1 se puede caracterizar por un patrén de XRPD, usando radiacién Cu
K alfa, que comprende picos en 7,8 £0,2,9,5 +0,2, 14,3 £ 0,2, 16,7 £ 0,2, 17,2+ 0,2, 18,5+ 0,2, 18,8 £ 0,2, 19,3 £ 0,2,
20,0 +£0,2,20,7 +0,2,22,4 +0,2,23,2+0,2,25,6 +0,2,27,2+0,2,31,7 £ 0,2y 32,4 + 0,2 grados 2 theta.

[0019] En al menos una forma de realizacion, la sal comprende la Forma 2 cristalina caracterizada por el patrén de XRPD
de la figura 3 determinado por XRPD usando radiaciéon Cu K alfa. En formas de realizacion adicionales, la sal puede ser
al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % y 100 % de Forma 2 cristalina.

[0020] En al menos una forma de realizacion, la sal comprende Forma 3 cristalina caracterizada por el patrén de XRPD
de la figura 15 determinado por XRPD usando radiacion Cu K alfa. En formas de realizacion adicionales, la sal puede ser
al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % y 100 % de Forma 3 cristalina.

[0021] En algunas formas de realizacion, la Forma 3 se puede caracterizar por un patrén de XRPD, utilizando radiacién
Cu K alfa, que comprende picos en 7,2 + 0,2, 94 £ 0,2, 97 £0,2, 10,8 £ 0,2, 14,3+ 0,2, 15,1 £ 0,2, 16,2+ 0,2, 17,9 £ 0,2,
18,7+0,2,18,9+0,2,19,6 +0,2,21,5+0,2,22,7 £0,2, 23,7 £ 0,2, 24,3 + 0,2, 25,1 £0,2,27,4 £ 0,2,28,7 + 0,2y 34,9
0,2 grados 2 theta.

[0022] En al menos una forma de realizacion, la sal comprende la Forma 4 cristalina caracterizada por el patrén de XRPD
de la figura 16 determinado por XRPD usando radiacién Cu K alfa. En formas de realizacion adicionales, la sal puede ser
al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % y 100 % de Forma 4 cristalina.

[0023] En algunas formas de realizacion, la Forma 4 se puede caracterizar por un patrén de XRPD, utilizando radiacién
Cu K alfa, que comprende picos en 12,2 +0,2, 13,2 +0,2,15,0+0,2,154+0,2,17,6 +0,2, 18,1 £0,2,19,5+0,2, 20,2 +
0,2,20,9+0,2,21,4+0,2,23,0+£0,2,23,4+0,2,24,4+0,2,24,8+0,2,259+0,2,27,9+0,2,28,9+0,2,29,6 +0,2, 30,7
+ 0,2 grados 2 theta.

[0024] Otro aspecto de la presente descripcion se relaciona con composiciones farmacéuticas que comprenden un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y al menos una entidad elegida de sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-
(pirazin-2-il)fenil1)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljurea y (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-
trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljJurea como se describe en el presente documento. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede incluir ademas un excipiente, diluyente o tensioactivo.

[0025] Las composiciones se pueden preparar de acuerdo con métodos convencionales de mezcla, granulaciéon o

recubrimiento, respectivamente, y las presentes composiciones farmacéuticas pueden contener de aproximadamente 0,1
% a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 5 % a aproximadamente 90 %, o de aproximadamente 1 % a
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aproximadamente 20 % del compuesto descrito en peso o volumen.

[0026] Otro aspecto de la presente descripcién incluye métodos para preparar sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-
(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea, y formas cristalinas de la misma, como se detalla
en los ejemplos siguientes.

[0027] Otro aspecto de la presente descripcion se dirige a sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-
2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea para usar en un método para reducir la actividad de sefalizacién de
la grelina en una célula, que comprende exponer la célula a dicha sal de fumarato como se describe en el presente
documento.

[0028] EI término "actividad de sefializacion de la grelina" se refiere a cualquiera de las actividades aguas abajo 0 a una
combinacién de las mismas que se produce cuando la grelina se une a su receptor o complejo receptor.

[0029] En algunas formas de realizacion, la célula se expone in vitro a sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-
2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetilo)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea como se describe en el presente documento. En algunas
formas de realizacion, la célula es expuesta in vivo a sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-
trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea como se describe en el presente documento.

[0030] Otro aspecto de la presente divulgacion esta dirigido a sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-
2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea para usar en un método para tratar a un sujeto que tiene una
condicion o trastorno asociado con un aumento en el nivel de grelina que comprende administrar al sujeto dicha sal de
fumarato como se describe en este documento. A modo de ejemplo no limitativo, una afeccién o trastorno asociado con
un nivel elevado de grelina puede incluir trastornos por abuso de alimentos, como atracones, obesidad, hiperfagia (apetito
incontrolable), rebote de peso corporal posterior a la dieta (incluida la hiperfagia posterior a la dieta, adicion y
enfermedades genéticas, como el sindrome de Prader-Willi, etc.

[0031] "Reducir" o "inhibir" significa disminuir, reducir o detener una actividad, funcién o cantidad en comparacién con una
referencia. En algunas formas de realizacion, por "reducir” o "inhibir" se entiende la capacidad de causar una disminucion
general del 20 % o més. En algunas formas de realizacién, por "reducir" o "inhibir" se entiende la capacidad de causar
una disminucién general del 50 % o mas. En algunas formas de realizacion, por "reducir" o "inhibir" se entiende la
capacidad de provocar una disminucion general del 75 %, 85 %, 90 %, 95 % o mayor. En algunas formas de realizacion,
la cantidad indicada anteriormente se inhibe o disminuye durante un periodo de tiempo, en relacién con una dosis de
control (como un placebo) durante el mismo periodo de tiempo. Una "referencia”, como se usa en este documento, se
refiere a cualquier muestra, estandar o nivel que se use con fines de comparacién. Se puede obtener una referencia de
una muestra sana o no enferma. En algunos ejemplos, se obtiene una referencia de uno o mas sujetos sanos, que no son
el sujeto que esta siendo probado o tratado.

[0032] EI término "sustancialmente reducido” indica un grado suficientemente alto de reduccién entre un valor numérico
y un valor numérico de referencia, de modo que un experto en la técnica consideraria que la diferencia entre los dos
valores tiene importancia estadistica en el contexto de la caracteristica biolégica medida por dichos valores. En algunas
formas de realizacién, los valores numéricos sustancialmente reducidos se reducen en mas de aproximadamente
cualquiera de 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 100 % en
comparacién con el valor de referencia.

[0033] En algunas formas de realizacion, la exposicién de una célula o un sujeto a al menos una entidad elegida de sal
de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljurea como se
describe aqui da como resultado una reduccién de la actividad de sefalizacién de la grelina. En algunas formas de
realizacion, la actividad de sefializacion de la grelina en una célula o en un sujeto se reduce en al menos un 10 %, al
menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos
el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o
el 100 % en comparacion con la actividad de sefalizacion de la grelina en ausencia de sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-
dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljurea o  (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-
il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea.

[0034] En algunas formas de realizacién, la actividad de sefalizacién de la grelina se mide por el nivel de calcio intracelular
detectado por el ensayo del lector de placa de formacion de imagenes de fluorescencia (FLIPR). En algunas formas de
realizacion, la exposicién a la sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-
metilpiperidin-4-il)urea, como se describe aqui, da como resultado una reduccién en el nivel de calcio intracelular.

[0035] El ensayo FLIPR se refiere a una técnica para detectar la activacion del receptor acoplado a proteina G (p. €j.,
GHS-R1a entre otros) y la estimulacién del flujo de calcio intracelular. Los niveles de calcio intracelular se pueden medir
utilizando colorantes sensibles al calcio y un lector de placas de fluorescencia. Para descripciones adicionales, véase
Arkin, Michelle R., et al. (2012). FLIPR™ Assays for GPCR and lon Channel Targets. In Assay Guidance Manual [Internet]
Sittampalam G.S., et al. (Eds).
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[0036] En algunas formas de realizacién, la actividad de sefializacion de grelina se mide por el nivel de hormona de
crecimiento circulante. En algunas formas de realizacién, la exposicion de un sujeto a la sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-
dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljurea, como se describe aqui, da como
resultado una reduccién en el nivel de hormona de crecimiento circulante.

[0037] En algunas formas de realizacion, la actividad de sefalizaciéon de la grelina se mide mediante la ingesta de
alimentos. En algunas formas de realizacién, la exposicién de un sujeto a la sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-
(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)Jurea como se describe aqui da como resultado una
reduccion en la ingesta de alimentos.

[0038] En algunas formas de realizacion, la actividad de sefializaciéon de la grelina se mide por el peso corporal. En
algunas formas de realizacion, la exposicion de un sujeto a la sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-
2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea como se describe en el presente documento da como resultado una
reduccion del peso corporal o una estabilizacion del peso corporal.

[0039] "Tratamiento" o "tratar" es un enfoque para obtener resultados clinicos beneficiosos o deseados. "Tratamiento" o
"tratar" cubre cualquier administraciéon o aplicacién de un agente terapéutico para una enfermedad en un mamifero,
incluidos los seres humanos. Para los fines de esta divulgacion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen,
entre otros, uno 0 mas de los siguientes: alivio de uno 0 méas sintomas, disminucion de la extension de la afeccion,
prevencién o retraso de la recurrencia de la afeccion, retraso o ralentizacién de la progresion de la afeccion, mejora del
estado de la afeccion, inhibicién de la afeccién o progresién de la afeccion, detencion del desarrollo de la afeccién y
remisién (ya sea parcial o total) de la afeccion. También abarcado por "tratar" o "tratamiento” esta una reduccion de la
consecuencia patoldgica de una condicién. De acuerdo con lo anterior, el término tratamiento no requiere la eliminacién
al cien por cien de todos los aspectos de una afeccion o trastorno.

[0040] Otro aspecto de la presente descripcién es la administracién oral de una composicidon como se describe aqui para
el tratamiento de una condicion o trastorno asociado con un nivel aumentado de grelina circulante.

[0041] Las cantidades terapéuticamente efectivas y los regimenes de dosificacién para la dosificacién oral usando las
sales como se describe en el presente documento variaran dependiendo de una variedad de factores que incluyen la
afeccion o el trastorno a tratar, asi como la edad, el peso, posiblemente el sexo y otros factores de salud del paciente,
que pueden determinarse en el momento del tratamiento. Las cantidades terapéuticamente eficaces pueden oscilar entre
1 mg y 500 mg. Las composiciones de dosificacion oral pueden contener, a modo de ejemplo no limitativo, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 mg de ingrediente activo como se describe en este
documento.

Tabla 1. Las abreviaturas y los nombres utilizados en los siguientes ejemplos y en otras partes del presente

incluyen:
Abreviatura/Nombre quimico | Nombre
atm atmésferas
ACN acetonitrilo
boc t-butoxicarbonilo
CDCl3 cloroformo deuterado
CDI 1,1'-Carbonildiimidazol
D-CSA Acido D-canforsulfénico
DCM diclorometano
DME dimetoxietano
CO (g) gas de monoxido de carbono
DABCO 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano
DCM diclorometano
DIBAL-H Hidruro de diisobutilaluminio
DMA N,N-dimetilacetamida
DMF N,N-dimetilformamida
DMSO dimetilsulfoxido
DSC Calorimetria diferencial de barrido
ec. equivalentes
EtsN trietilamina
Et-O éter dietilico
EtOAc acetato de etilo
EtOH etanol
GVS Sorcién gravimétrica de vapor
h horas
H20 agua
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(Continuacién)

Abreviatura/Nombre quimico | Nombre

HCI acido clorhidrico

HPLC cromatografia liquida de alta presion

LC-MS/MS cromatografia liguida espectrometria de masas en tandem (alta presién)

IPA isopropanol

IPC Control en proceso

i.v. intravenoso

K2COs3 Carbonato de potasio

MeOH metanol

MEK metiletilcetona

MgSO4 sulfato de magnesio

MIBK metil isobutil cetona

min minutos

Na2COs3 carbonato de sodio

Na2SO4 sulfato de sodio

NaH hidruro de sodio

NaHCOs bicarbonato de sodio

NaOH hidréxido de sodio

NH4sHCO3 bicarbonato de amonio

NH4OH hidréxido de amonio

NMP N-metil-2-pirrolidona

RMN Resonancia magnética nuclear

p.o. oral

Pd/C paladio sobre carbono

Pd(dppf)Cl2 [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno] dicloropaladio(ll)

TA temperatura ambiente

RH humedad relativa

STA Analisis térmico simultaneo

t-BuOH terc-butanol

TBAA acetoacetato de terc-butilo

TBME éter metilico de terc-butilo

THF tetrahidrofurano

XRPD Difraccién de rayos X en polvo
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Preparacion y caracterizacion de la base libre Forma 1 cristalina de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazina-2)-
il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea (HM04)

[0042] Ejemplo 1A: Preparacion de HM04 Semilla de base libre Forma 1 cristalina

[0043] Una primera muestra de 15 mg de base libre amorfa de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetilo)-
1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il) urea, también denominada HM04 o H0900, se disolvié en acetonitrilo y una segunda
muestra de 15 mg de base libre amorfa HMO04 se disolvié en acetona. Las soluciones se dejaron evaporar lentamente en
un desecador bajo flujo de nitrégeno. La cristalinidad se confirmé por difraccién de rayos X en polvo (XRPD). El perfil de
XRPD (Forma 1) de las muestras de HM04 de base libre cristalizadas a partir de la solucién de acetonitrilo y de la solucién
de acetona se muestran en las figuras 1A'y 1B (panel inferior), respectivamente.

[0044] Ejemplo 1B: Aumento de escala de la Forma 1 cristalina de base libre de HM04

[0045] Se disolvié una muestra de base libre amorfa de HM04 en 0,5 ml de acetona y se dejé que la solucion se evaporara
lentamente en un desecador bajo flujo de nitrégeno. Después de 24 horas, se obtuvo un residuo aceitoso pardo, que se
sembrd con unos pocos cristales de la base libre Forma 1 cristalizada a partir de la solucién de acetona (ver Ejemplo 1A)
y se rascé con una espatula. El aceite solidificd y el producto resultante se secé en un horno de vacio a 50°C durante 24
horas para producir un rendimiento de 95 mg de base libre cristalina.

[0046] La cristalinidad se confirm6 mediante difraccion de rayos X en polvo (XRPD), véase la figura 1B, panel superior.
El andlisis térmico simultdneo (STA) sugirid que la base libre cristalina no estaba hidratada ni solvatada. La base libre
cristalina tenia un inicio de fusion estimado de aproximadamente 155 °C, segun lo determinado por DSC). El analisis GVS
indic6 que el producto era ligeramente higroscdpico con una ganancia de peso reversible de aproximadamente 1,5 %
hasta 70 % de humedad relativa (HR) y aproximadamente 2 % hasta 80 % de HR. Se estimé que la solubilidad acuosa
de la base libre cristalina era inferior a 2 mg/ml. Ejemplo 2.
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Ejemplo 2. Preparacion a pequena escala de la Forma 1 de la sal de fumarato de HM04

[0047] Se suspendié la base libre amorfa de HM04 (100 mg) en acetonitrilo (2 mL). Se afadié acido fumarico (27 mg), se
lavo el acido residual en la mezcla de reaccion con acetonitrilo adicional (0,2 mL) y se mezcld bien. La mezcla se calenté
suavemente y precipitd rapidamente un sélido. La suspension resultante se sometié a ciclos de temperatura entre 40°C y
temperatura ambiente durante la noche (18-24 horas). El producto se filtrd, se lavd con acetonitrilo (0,2 mL) y se sec6 en
un horno de vacio a 50 °C durante 24 horas para producir 86 mg del producto de sal de fumarato.

[0048] Se demostrd que el producto de sal de fumarato era una sal 1:1 por andlisis de resonancia magnética nuclear
(RMN). La cristalinidad fue confirmada por XRPD y designada como Forma 1 (Figura 1C). STA no mostré pérdida de peso
antes de la fusién, lo que sugiere que el producto no estaba hidratado ni solvatado. DSC mostré una Unica endotermia
correspondiente a un inicio de fusion de aproximadamente 172 °C. GVS mostré que la sal de fumarato era higroscépica
con una ganancia de peso de aproximadamente 2,8 % hasta 70 % de humedad relativa (HR) y aproximadamente 4,5 %
hasta 80 % de HR. La solubilidad acuosa estimada de la sal de fumarato fue superior a 200 mg/ml.

Ejemplo 3. Formas cristalinas de la sal de fumarato de HM04 (formas 1y 2)

[0049] Se suspendio la base libre de HM04 (1,5 mg) en acetonitrilo (6 mL) y se afadié acido fumarico (0,4 g). La mezcla
se calentd suavemente y precipitd rapidamente un sélido. La suspensidn resultante se someti6 a ciclos de temperatura
entre 40 °C y la temperatura ambiente durante 72 horas. Se afadié mas acetonitrilo (1 mL) y el producto se filtro, se lavo
con acetonitrilo (5 x 0,2 mL) y se sec6 en un horno de vacio a 50 °C durante al menos 24 horas hasta peso constante
para producir 1,6 g de sal de fumarato. Esta sal de fumarato HM04 cristalina se caracteriz6 por analisis XRPD como Forma
1 (Figura 2).

[0050] La figura 3 muestra un patron de XRPD representativo de una muestra de Forma 2 de sal de fumarato de HM04
obtenida después de disolver la sal de fumarato de HM04 en etanol y evaporar el disolvente a temperatura ambiente bajo
nitrégeno.

[0051] La Forma 2 de la sal de fumarato de HM04 se amplié disolviendo 150 mg del material de partida (forma 1 de la sal
de fumarato de HM04) en 0,45 ml de una mezcla 90/10 de etanol/agua con calor. La solucion se evaporé en un desecador
bajo flujo de nitrégeno durante 96 horas y se recuperd un producto solido. El patrén de XRPD del producto ampliado de
la Forma 2 fue generalmente consistente con el producto a menor escala, aunque no se pudo descartar la posibilidad de
una mezcla con una pequefa cantidad de la Forma 1. El analisis de RMN mostr6 que el producto era consistente con una
monosal estequiométrica. Los datos de STA mostraron una pérdida de peso de aproximadamente 1,9 % entre 70 °C y
150 °C, lo que sugirié que la muestra posiblemente era un hidrato. Los datos de DSC mostraron una endotermia amplia
con inicio a aproximadamente 164,5 °C, que correspondia a la fusion. GVS mostré un aumento de peso del 3,5 % hasta
el 70 % de HR y un aumento de peso del 4,9 % hasta el 80 % de HR. No se observé ninglin cambio en el patrén de XRPD
después de GVS o después de colocar la muestra en un desecador a 40 °C/75 % de HR durante 7 dias.

[0052] Se llevaron a cabo experimentos de suspension competitivos mezclando el material de partida de la Forma 1 y el
material ampliado de la Forma 2 en una proporcién de aproximadamente 50:50 (10 mg:10 mg). Las mezclas se agitaron
en 100 mL de diferentes solventes o mezclas de solventes a temperatura ambiente durante 48 horas. Se tom6 una muestra
del sélido de cada una de las suspensiones después de 48 horas, después de la evaporacion del (de los) solvente(s), y
se analiz6 por XRPD para determinar si se habia producido la conversién a una forma. Las suspensiones se repitieron a
60 °C y se volvieron a tomar muestras después de 48 horas. Los resultados del estudio a temperatura ambiente y a 60 °C
se muestran en la Tabla 2, a continuacion.

Tabla 2.
Disolvente(s) 48 horas/TA | 48 horas/60°C
Acetonitrilo Forma 1 Forma 1
Acetonitrilo:agua (95:5) Forma 1 Desconocido
Etanol Formas 1y 2 | Desconocido
Etanol:agua (95:5) Forma 2 Aceite

[0053] Las suspensiones competitivas en acetonitrilo a temperatura ambiente dieron como resultado una conversion
completa a la Forma 1. Las suspensiones en etanol dieron como resultado una mezcla de formas y etanol/agua a
temperatura ambiente dieron como resultado la conversién a la Forma 2. Las suspensiones competitivas en acetonitrilo a
60 °C dieron como resultado en conversién completa a la Forma 1. Se observé un patrén de XRPD no asignado a 60 °C
con suspensiones en acetonitrilo/agua y en etanol (Figuras 4A y 4B, respectivamente). No se realizaron investigaciones
adicionales sobre los resultados de las suspensiones competitivas.

Ejemplo 4. Métodos analiticos para los Ejemplos 1-3

[0054] Los métodos analiticos usados para caracterizar los productos descritos en los Ejemplos 1-3 se exponen a
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continuacion.

[0055] La STA se llev6 a cabo usando un analizador Perkin-Elmer STA 600 TGA/DTA. La muestra (5 mg) se calent6 de
25 °C a 300 °C a una velocidad de 10 °C/min, tiempo durante el cual se control6 el cambio de peso. Se utilizé nitrégeno
como gas de purga a un caudal de 20 cm3/min.

[0056] Para el analisis DSC, se pesaron 5 mg de muestra en una bandeja DSC de aluminio y se sellé6 de forma no
hermética con una tapa de aluminio. A continuacion, la muestra se cargé en un Perkin-Elmer Jade DSC y se mantuvo a
25 °C hasta que se obtuvo una respuesta de flujo de calor estable. A continuacion, la muestra se calent6 a 300 °C a una
velocidad de exploracion de 10 °C/min y se controld la respuesta del flujo de calor resultante. Se utiliz6 una purga de helio
de 20 cm®min. Antes del andlisis, se verificé la temperatura y el flujo de calor del instrumento usando un estandar de
indio.

[0057] Para el analisis GVS, se cargaron 15-20 mg de muestra en una balanza de sorcién de vapor IgaSorp (Hiden
Analytical Instruments). A continuacion, la muestra se secé manteniendo un entorno con una humedad del 0 % hasta que
no se registraron mas cambios de peso. Luego, la muestra se sometié a un perfil de rampa de 0 a 90 % de HR en
incrementos de 10 % de HR, manteniendo la muestra en cada paso hasta que se logré el equilibrio (99 % de finalizacion
del paso). Al alcanzar el equilibrio, el % de HR dentro del aparato se elevd al siguiente paso y se repitié el procedimiento
de equilibrio. Después de completar el ciclo de sorcion, la muestra se secé utilizando el mismo procedimiento. A
continuacion se control6 el cambio de peso durante los ciclos de sorcion/desorcion, lo que permitié determinar la
naturaleza higroscépica de la muestra.

[0058] El analisis de RMN se realiz6 en DMSO-d® utilizando un instrumento Bruker Avance Il 400.

[0059] Los analisis de XRPD se realizaron comprimiendo suavemente una muestra (aproximadamente 2 mg) en el
portamuestras de silice de fondo cero de XRPD, unico, de corte oblicuo. Luego, la muestra se cargd en un difractometro
Philips X-Pert MPD y se usaron las siguientes condiciones experimentales:

Anodo del tubo: Cu

Tensién del generador: 40 kV
Corriente del tubo: 40 mA .
Longitud de onda alfa: 1,5406 A
Longitud de onda alfa2: 1,5444 A
Angulo de inicio (2 theta): 4
Angulo final (2 theta): 40
Exploracion continua

Ejemplo 5. Sintesis ampliada de la Forma 1 de la sal de fumarato HM04

[0060] La descripcién general de la sintesis de la Forma 1 de la sal de fumarato HMO04 tal como se establece en este
ejemplo se muestra en la figura 5.

Paso 1: Sintesis del compuesto 2A

[0061]
o | o cl N
" o LFTMP HO
(i-PrO);B g-OH
- ° |
1 THF, -78 °C on  OH

[0062] Se afnadi6 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (7,20 kg, 51,1 mol, 3,0 ec., KF = 0,30 %) a un reactor de 100 L equipado con
una sonda de temperatura y agitador superior y se mezclé a temperatura ambiente bajo proteccién con nitrégeno. Se
anadié THF (50 L) al reactor y se agit6. El recipiente se purg6 con nitrégeno tres veces y se enfrio a 0 °C. Se anadi6 gota
a gota a la mezcla n-BuLi (20,4 |, 3,0 ec.; solucion de hexano 2,5 M) mientras se mantenia la temperatura entre
aproximadamente 0 °C y aproximadamente 5 °C durante mas de una hora. El color de la solucién se volvié amarillo. La
mezcla se agité de alrededor de 0 °C a alrededor de 5 °C durante 30 minutos. La mezcla se enfri6 hasta alrededor de -78
°C a alrededor de -70 °C para formar la Solucion A.

[0063] El compuesto 1 (3,25 kg, 17,0 mol. 1,0 ec., KF = 0,03 %) se disolvio en 15 L de THF para formar la solucion B.

[0064] Se anadi6 la solucion B a la solucién A gota a gota a una temperatura de aproximadamente -70 °C a
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aproximadamente -78 °C durante una hora y luego se agité6 durante 30 minutos para formar la solucién C. Borato de
triisopropilo ((i-PrO)sB) (3,52 kg, 18,7 mol., 1,1 ec.) se afadi6 gota a gota a la solucién C durante 10 minutos. La mezcla
de reaccién se agité a una temperatura de aproximadamente -70 °C a aproximadamente -78 °C durante una hora. Se
anadié HCI (40 L, 3 M, 7,0 ec.) durante 30 minutos para extinguir la reaccion. Se not6 un aumento de 10 grados en la
temperatura.

[0065] La capa acuosa resultante se separd y se extrajo con EtOAc (40 I). La capa acuosa se separ6 y se extrajo dos
veces de nuevo con EtOAc

[0066] (35 L, 30 L). Las capas organicas se combinaron dando como resultado aproximadamente 160 L de liquido. La
capa organica combinada se lavé dos veces con 50 L de una solucién acuosa de HCI 1M saturada con NaCl. La capa
organica se concentrd a alrededor de 5 L en un rotavapor de 50 L a una temperatura de alrededor de 50 °C a alrededor
de 55 °C bajo 30-40 mmHg durante alrededor de 8 horas.

[0067] EI EtOAc residual se intercambié con DME 3 veces (10 L X 3). La capa organica se concentr6 en el rotavapor de
50 L a una temperatura de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 55 °C bajo 30-40 mmHg durante
aproximadamente 6 horas. Cada vez quedaron aproximadamente 5 L de residuo. Se afadi6 DME (20 L) al residuo para
obtener una solucién marrén oscura del compuesto 2A al 14,2 % (3,55 kg en 25 kg de solucién; 88,8 % de rendimiento;
97,4 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo de retencién = 1,6 minutos); 0,24 % de acetato de etilo residual). 1H-RMN (400
MHz, DMSO): 6=8,55 (s, 2H), 7,36 (d, 1H), 7,69 (d, 1H). Se prepar6 un segundo lote del compuesto 2A por el mismo
método para producir 3,29 kg (95,4 % de pureza, 82,3 % de rendimiento, 0,11 % de acetato de etilo residual).

Paso 2: Sintesis del compuesto 3A

[0068]
Cl. N
O Cl 0] Cl
HO -~ N _ HO c
5O Pd(dppf),Cl, (10%p/p) N
K,CO3 (1.0 equiv)
2A - OH  DVEH,03:1 20 vol), 50° ¢ 3A N

[0069] Se anadié el compuesto 2A (2,91 kg en 20,5 kg de solucién) a un reactor de 100 L a temperatura ambiente bajo
nitrégeno. Se anadieron secuencialmente DME (45 mL), 2-cloropirazina (1,42 kg, 12,4 mol., 1,0 ec.) y Pd(dppf)Cl2 (10 %
p/p, 291 g), y cada uno se mezcld a temperatura ambiente bajo nitrégeno. Se burbujed nitrégeno en la mezcla durante 20
minutos y la mezcla resultante se purgd y se rellené con nitrégeno (3 veces). La mezcla se calent6 a 48-52°C durante 60
minutos. Se afiadi6 K2COs (2,57 kg, 18,6 mol, 1,5 ec.) a 22 L de agua en otro reactor a temperatura ambiente y luego se
anadi6 gota a gota a la mezcla del compuesto 2A durante 10 minutos. La mezcla se agit6é a 48-52°C durante 16 horas y
luego se enfrié a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitié dos veces y se combinaron los tres lotes.

[0070] Se disolvié una solucion acuosa de K2CO3 (1,0 kg) en 22 L de agua y se anadié a la mezcla combinada para ajustar
el pH a 9. Se afnadié TBME (50 L) a la mezcla y se filtr6 (filtro PET, 3-5 um, 205 g/m?) para eliminar aproximadamente 50
g de material sélido marrén pegajoso (analogo de catalizador). La capa acuosa se separé dos veces y se extrajo con
TBME (40 L, 40 L).

[0071] La capa acuosa se combin6 con la capa acuosa de un cuarto lote preparado segun el método anterior. El pH de
las capas acuosas combinadas se ajusté a pH<3 con HCI (2N, 48 L). El s6lido precipité lentamente mientras la mezcla se
agitaba a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla se filtré (filtro PET, 3-5 um, 205 g/m?) durante 30 minutos para
obtener 20 kg de producto humedo. Se afadid6 ACN (40 L) a un reactor de 100 L equipado con un agitador superior a
temperatura ambiente. Los 20 kg de producto himedo se afiadieron al reactor y la mezcla de reaccion se calenté a reflujo
y se agitd a reflujo durante 4 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente durante 3 horas (alrededor
de 15 °C/hora) y se filtr6 para obtener 8,5 kg de sélido himedo. El sélido himedo se secé al vacio (20-30 mmHg) a 50-
55 °C durante 15 horas para obtener el compuesto 3A como un soélido blanco palido (6,1 kg; 97,4 % de pureza (AUC por
HPLC, tiempo de retencion = 3,7 minutos); 83,8 % de rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, DMSO): 6 =7,67 (d, 1H), 7,82 (d,
1H), 8,75 (d, 1H), 8,82 (t, 1H), 8,98 (d, 1H), 13,89 (bs, 1H).
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Paso 3: Sintesis del compuesto 6A

[0072]
o Cl
o ¢l | Cl
I cl socl, MeO
HO - N
_N._ MeOH85° C
3A 6A N

N

[0073] Se anadi6 el compuesto 3A (6,1 kg, 22,7 mol, 1,0 ec.) a un reactor de 100 L equipado con una sonda de
temperatura, agitador superior y condensador. Se afiadié metanol (92 L) al reactor a temperatura ambiente. La mezcla se
enfrid a 0-10 °C y se le afadi6 gota a gota SOCI2 (5,4 kg, 45,3 mol, 2,0 ec.) a 0-10 °C durante 30 minutos. La mezcla de
reaccion se calent6 a reflujo (65 °C) y se agito a reflujo durante 15 horas. Se formé una suspensién. La mayor parte del
disolvente y SOCI2 se elimind mediante destilacién al vacio hasta que quedaron aproximadamente 30 L. La mezcla se
concentré al vacio (30-40 mmHg) a 50-55 °C durante aproximadamente 6 horas. Se anadié agua (10 L) al residuo a una
temperatura de -5 a 15 °C. El pH se ajustd a 8-9 con una solucion acuosa de K2COs (200 g, disueltos en 2L de agua) a
una temperatura de -5 a 15 °C. La capa acuosa resultante se extrajo dos veces con acetato de isopropilo (25 L, 25 L). La
combinacién de capas organicas (alrededor de 50 kg) se lavé con 20 L de capa acuosa de NaHCOs. La capa organica se
separod y se lavé con 10 L de una solucion acuosa de NaHCOs. Se combinaron todas las capas acuosas (55,8 kg). La
capa organica se filtr6 a través de una capa de silice (30 cm) y la capa se lavd con acetato de isopropilo extra hasta que
el compuesto 6A se filtrd del gel de silice (alrededor de 3 horas). La capa organica se concentrd hasta aproximadamente
5 L. Se anadié THF (10 L) al residuo y se concentr6 hasta aproximadamente 5 L (3 veces) al vacio (30-40 mmHg) a 50-
55 °C durante aproximadamente 3 horas. Se anadieron otros 10 L de THF al concentrado residual, dando una solucién
concentrada del compuesto 6A (15,8 kg; 32,83 %, 5,19 kg de Compuesto 6A en solucion; 97,9 % de pureza (AUC por
HPLC, tiempo de retencion = 8,5 min); 80,8 % producir). 1H-RMN (400 MHz, DMSQO): & =3,98 (s, 3H), 7,54 (d, 1H), 7,78
(d, 1H), 8,63 (d, 1H), 8,72 (1, 1H), 8,94 (d, 1H).

Paso 4: Sintesis del compuesto 6B

[0074]

Cl

: : Cl
MeO DIBAL-H _ HO

THF, -70° C 2
6A N 6B N

[0075] Se anadié THF (26 L) a un reactor de 100 L equipado con una sonda de temperatura y un agitador superior bajo
nitrogeno. Se anadié DIBAL-H (26 kg, 46 mol, 5,0 ec.) y el sistema se purg6 y se llend con nitrogeno tres veces. La mezcla
se enfrio a -78 a -70 °C para formar la solucién A. Se afadié gota a gota una solucion a temperatura ambiente del
compuesto 6A (2,6 kg, 9,2 mol, 1,0 ec.) en 52 L de THF a -78 a -70 °C durante 30 minutos bajo nitrégeno. La mezcla se
calentd a -30 °C durante aproximadamente 5-6 horas. La mezcla de reaccién se agité de -40 a -30 °C durante 30 minutos.
La mezcla se anadio lentamente a 42 L de HCL 2N durante 1 hora alcanzando una temperatura maxima de 35 °C. La
mezcla se extrajo con 26 L de acetato de isopropilo. La capa organica se separé y se lavo con 30 L de salmuera. Este
procedimiento se repitid y ambos lotes de la capa organica se combinaron y concentraron desde alrededor de 100 L hasta
alrededor de 5-10 L al vacio. Un solido se formé lentamente durante la concentracion. La mezcla se enfrid a 5-15°C y se
agité durante 1 hora. La mezcla se filtr6 (30-50 pm) durante 30 minutos. El sélido se sec6 al vacio a 50 °C durante 6 horas
para obtener el compuesto 6B como un sélido pardo (2,1 kg; 97,5 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo de retencion =
8,6 min); 45,7 % de rendimiento). 1TH-RMN (400 MHz, DMSO): & = 4,65 (d, 2H), 5,68 (1, 1H), 7,62 (d, 1H), 7,68 (d, 1H),
8,72 (d, 1H), 8,80 (t, 1H), 8,94 (d, 1H).

Paso 5: Sintesis del compuesto 7

[0076]

c
o cl
HO Cl 805 piridina_ ©

N DMSO
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[0077] Se anadi6 DMSO (10 L) a un matraz de 50 L equipado con una sonda de temperatura y agitador superior bajo
nitrégeno a temperatura ambiente. Se anadi6é el compuesto 6B (2,05 kg, 8,04 mol, 1,0 ec.) bajo nitrégeno a temperatura
ambiente. Se afiadio EtsN (8 L) bajo nitrégeno a temperatura ambiente y luego la mezcla se enfrié a 15-20 °C. Se disolviod
SO8.piridina (5,1 kg, 32,08 mol, 4,0 ec.) en 10 L de DMSO a 5-15 °C en un matraz separado y se afiadié a la mezcla gota
a gota durante 3,5 horas a aproximadamente 20 °C. La mezcla de reaccion se transfirio a 70 L de hielo-agua. La mezcla
en suspension se agitd a 0-10 °C durante 1 hora y se filird (PET, 3-5 mm, 205 g/m?3) por centrifugacién durante 1,5 horas
para obtener el compuesto 7 como un sélido pardo. El sélido se disolvié en 35 L de DCM a temperatura ambiente. La
capa de DCM resultante se lavd con 5 L de salmuera. La capa organica se separd y se concentr6 al vacio a 40-45 °C
hasta sequedad para obtener el compuesto 7 como un sélido pardo (2,33 kg; 96,3 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo
de retencién = 9,2 minutos); 93,5 % de rendimiento). TH-RMN (400 MHz, DMSO): 6 = 7,67 (d, 1H), 7,99 (d, 1H), 8,67 (d,
1H), 8,75 (s, 1H), 8,99 (d, 1H), 10,56 (s, 1H).

Paso 6: Sintesis del compuesto 8

[0078]
0
cl 1 o) cl
cl 7 NH, S cl
o) N I
No o Ti(oEt), ~N
THF, 8

7 N TA N

[0079] Se anadi6 THF (23 L) a un matraz de 50 L equipado con una sonda de temperatura y un agitador superior bajo
nitrégeno a temperatura ambiente. El compuesto 7 (2,3 kg, 9,1 mol, 1,0 ec.) y (S)-2-metilpropano-2-sulfinamida (1,21 kg,
10 mol, 1,1 ec.) se anadieron secuencialmente al matraz bajo nitrégeno. Se anadié gota a gota Ti(OEt)4 (6,22 kg, 27,3
mol, 3,0 ec.) al matraz durante 1 hora a 30-35 °C bajo nitrogeno. El sistema se purgd con nitrégeno tres veces y luego la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afiadié acetato de isopropilo (40 L) a la mezcla de reaccion.
A continuacion, la mezcla de reaccion completa se cargé en 20 L de salmuera mientras se agitaba lentamente a
temperatura ambiente. Se formé mucho sélido y no se observo liberacion de calor. El sélido (alrededor de 18 kg) se filtrd
usando una centrifuga, y luego el sdélido se suspendi6 con 20 L de acetato de isopropilo de nuevo durante 20 minutos y
se filtr6 de nuevo, dando como resultado un sdlido ligeramente menos (17,3 kg). A continuacion, los filirados se
combinaron y lavaron con 20 L de salmuera. La capa organica se separd y se concentrd en un rotavapor al vacio (30-40
mmHg) a 40-50 °C durante unas 4 horas para eliminar los disolventes y obtener un aceite marrén (compuesto 8). El aceite
se disolvio en DMF para obtener una solucion negra (7,36 kg; 40,1 %; 3,0 kg de Compuesto 8 en solucién; 92,1 % de
pureza (AUC por HPLC, tiempo de retenciéon = 9,7 minutos); >100 % de rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CDCls): & =
1,30 (s, 9H), 7,59 (d, 1H), 8,11 (d, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,73 (m, 1H), 8,97 (s, 1H), 9,10 (s, 1H).

Paso 7: Sintesis del compuesto 11

[0080]
o
S
0 cl NH CI
TMSCF
| 5 cl
SN c > FC
N TBAA (1 equiv), DMF N
10° C
8
N 1 N

[0081] Se anadié DMF (26 L, 10 v/p) a un matraz de 50 L equipado con una sonda de temperatura y un agitador superior
bajo nitrégeno a 15°C. El compuesto 8 (7,3 kg de solucién de DMF, que contenia 2,9 kg, 8,1 mol, 1,0 ec.) y TBAA (2,44
kg, 8,1 mol, 1,0 ec.) se afadieron secuencialmente al matraz bajo nitrégeno. La mezcla se enfrié a 0-10 °C. A continuacioén
se anadi6 TMSCF3 (2,88 kg, 20,3 mol, 2,5 ec.) al matraz durante 60 min a 0-10 °C. La mezcla de reaccién se agit6 a 0-5
2C bajo proteccion con nitrégeno durante 3 horas. Se afadié acetato de isopropilo (60 L) a la mezcla, seguido de la adicién
de 45 L de NaHCO3 con agitacién a 5-25 °C. La capa organica se separo, se lavo tres veces con NaHCOs3 (30 L X 3) y se
concentré de 60 kg a 2,5 kg de aceite pardo. El producto oleoso se disolvié en 20 L de TBME vy se filtr6 a través de una
almohadilla de gel de silice (alrededor de 40 cm de alto, 30 cm de diametro) durante 2 horas para obtener 2,14 kg del
compuesto 11 en solucién de TBME. La solucion se concentr6 a 45-50 °C hasta sequedad para obtener el compuesto 11
como un aceite negro (1,85 kg; 85,2 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo de retencién = 9,1 minutos, 9,6 minutos para
diastereoisdbmero); 53,6 % de rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CDCls): & = 1,33 (s, 9H), 3,82-3,85 (d, 1H), 5,61-5,66 (m,
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1H), 7,53-7,60 (m, 2H), 8,63-8,64 (d, 1H), 8,71-8,72 (m, 1H), 8,95 (s, 1H).

Paso 8: Sintesis del compuesto 12 (base libre)

[0082]
O CF; Cl
4 ol 1)4NHCI/MeOH Fs C’
N “N7TR) 10 ° /L
1Y 0~10 °C H,NTR)
_N
| \7 2) K2COs ac.
P Y CSAK) j
11 12 (base libre)

[0083] EI compuesto 11 (1,8 kg, 4,23 mol, 1,0 ec., bruto) se afadié a un reactor de 50 L equipado con una sonda de
temperatura y un agitador superior bajo nitrégeno a 25 °C. Se anadi6 MeOH anhidro (18 L) para disolver el compuesto
11. A continuacion se afadi6 gota a gota MeOH/HCI (18 L, 1 N) a 25-30 °C durante 10 minutos y la mezcla se agit6é a 25-
30 °C durante 1 hora. Se anadi6 agua (15 L) a la reaccién y la mezcla se concentré en un rotavapor al vacio (30-40 mmHg)
a 45-50 °C durante aproximadamente 4 horas para eliminar el disolvente. El pH de la mezcla se ajusté a 10 con 5 L de
solucién de K2COas. A continuacion se anadieron 20 L de EtOAc a la mezcla y la capa organica se separé y la capa acuosa
se extrajo dos veces con EtOAc (15 L X 2). Las capas organicas se combinaron y lavaron con 10 L de salmuera. Las
capas organicas combinadas contenian 996 g del compuesto 12 en 40 kg de solucion de EtOAc (84 % de pureza (AUC
por HPLC, tiempo de retenciéon = 2,8 minutos). Las capas organicas se concentraron en un rotavapor al vacio (30-40
mmHg) a 45°C-50 °C durante aproximadamente 3 horas a un volumen de 7,5 kg del compuesto 12 en solucién de EtOAc
(83 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo de retencién = 2,7 minutos).

[0084] En un reactor separado de 50 L equipado con una sonda de temperatura y agitador superior, se afadié D-CSA
(930 g, 4,0 mol, 1,0 ec. a 1,26 kg del compuesto 12) y se agité a temperatura ambiente bajo nitrégeno, EtOAc (10 L) y
luego la solucién de EtOAc del compuesto 12 (1,26 kg, 3,9 mol, 1,0 ec.) cada uno secuencialmente al reactor. La mezcla
se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora y lentamente se convirti6 en una suspensién. La mezcla se filtrd por
centrifuga y se lavé con EtOAc para producir 2,3 kg del compuesto 12 como un sélido blanquecino (96,0 % de pureza).

[0085] El producto sélido, 20 L de EtOAc y 10 L de K2COs acuoso al 10 % se afadieron seguidamente gradualmente a
un matraz de 50 L y se agit6 a temperatura ambiente hasta que no qued6 ningun sélido (pH = 9-10). La capa orgéanica se
separd y la capa acuosa se extrajo dos veces con EtOAc (10 L X 2). Las capas organicas se combinaron (alrededor de
32 kg) y se lavaron con 10 L de salmuera. La capa organica contenia 716 g del compuesto 12 en 31,8 kg de solucion.

[0086] La capa organica se concentr6 al vacio a 45-50 °C hasta aproximadamente 8 L. Se anadié carbén activado (200
g) a la capa organica y la mezcla se agité a 60-70 °C durante 1 hora, se enfrié a temperatura ambiente y se filtré6 usando
un embudo Buchner y papel de filtro (tamafio de poro: 30-50 um) durante 30 minutos para eliminar el carbén activado. La
mezcla se concentrd en un rotavapor al vacio (30-40 mmHg) a 45-50 °C durante aproximadamente 3 horas para producir
710 g del compuesto 12 como un sélido amarillo (99,4 % de pureza).

[0087] Se anadieron secuencialmente D-CSA (410 g, 1,77 mol, 1,0 ec. a 680 g del compuesto 12), 3,4 L de iPrOH y 68
ml de agua a un reactor de 10 L equipado con una sonda de temperatura y un agitador superior y se agité a temperatura
ambiente bajo nitrégeno. La mezcla se calento a reflujo (84 °C) para formar la solucién A después de 1 hora. El compuesto
12 (680 g) se disolvio en 3,4 L de iPrOH y se afadié a la solucion A para una particion. Se formé una solucion clara y la
temperatura disminuyé a 65 °C. La mezcla se agité a 65 °C durante aproximadamente 15 minutos, después de lo cual
apareciod un soélido. La mezcla se enfrié a 10 °C durante 2 horas, se agité a 10 °C durante 30 minutos mas y se filtr6 a
través de un embudo Buchner y papel de filtro (tamafio de poro: 30-50 pm) durante 30 minutos para recoger los 1,1 kg de
Blanco solido.

[0088] Se afadieron secuencialmente EtOAc (10 L), 1,1 kg de producto sélido blanco y 5 L de K2CO3 al 10 % a un matraz
de 20 L y se mezclaron durante 5 minutos. El sélido se disolvio (pH = 9-10). La capa de EtOAc se separd y la capa acuosa
se extrajo dos veces con EtOAc (5 L cada vez). Las capas organicas se combinaron (unos 20 L), se lavaron con 5 L de
salmuera y se concentraron en un rotavapor al vacio (30-40 mmHg) a 45-55 °C durante unas 3 horas para eliminar la
mayor parte de la solucion y hasta que el peso del residuo alcanzé 1 kg. Se anadieron heptanos (1 L) a la mezcla y se
agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. La mezcla se filtr6 usando un embudo Buchner y papel de filiro (tamafo
de poro: 30-50 mm) durante 30 minutos para obtener 419 g del compuesto 12 base como un sélido blanco (99,7 % de
pureza). El filtrado se concentrd hasta 135 g del compuesto 12 como un sélido amarillo (98,7 % de pureza). 1H-RMN (400
MHz, CDCls): & = 1,85 (bs, 2H), 5,17 (m, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,68 (d, 1H), 8,62 (d, 1H), 8,70-8,71 (m, 1H), 8,93 (s, 1H).
Combinados, los productos dieron como resultado un rendimiento del compuesto 12 del 40,7 %.
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Paso 9: Sintesis del compuesto 10

[0089] Me

MeNH,

N 10% Pd/C, H, N
Me 70~75° C Me
10A 10

[0090] Se afadié Pd/C (40 g, 5 % p/p) a un reactor de autoclave de 10 L a temperatura bajo nitrégeno. Se afadieron
secuencialmente al reactor THF (2 L), 2 L de metilamina (solucion alcohdlica al 27 %-30 %, 2,1 ec.) y 800 g del compuesto
10A (7 mol, 1,0 ec.). El sistema se purg6 tres veces con hidrégeno. La mezcla se agitd a presion de hidrogeno (50 psi) a
70-75 °C durante la noche y luego se filir6 usando un embudo Biichner y papel de filiro (tamafio de poro: 30-50 mm)
durante 10 minutos para eliminar el Pd/C. El filtrado se concentré en un rotavapor al vacio (30-40 mmHg) a 45-50 °C
durante aproximadamente 3 horas para obtener 933 g de aceite amarillo. La mezcla se destil6 sin columna a presién
atmosférica y la parte de 140-170 °C se recogi6 para obtener 763 g del compuesto 10 como un aceite incoloro (98,6 % de
pureza (AUC por HPLC, tiempo de retencién = 4,8 minutos); 84,2 % de rendimiento; 8000 ppm de etanol residual). Se
destilé una parte del aceite (563 g) utilizando una columna de 3 cm a presién atmosférica y se recogié la parte a 140-170
°C para obtener 510 g del compuesto 10 (75,8 % de rendimiento; 134 ppm de etanol residual). 1H-RMN (400 MHz, CDCl3):
6 =0,82 (bs, 1H), 1,10-1,12 (q, 2H), 1,66 (d, 2H), 1,73-1,81 (t, 2H), 2,05 (s, 3H), 2,08-2,19 (m, 1H), 2,22 (s, 3H), 2,60 (d,
2H).

Paso 10: Sintesis de la sal de fumarato HM04

[0091]
Me
N
NH Me Me.
CF, Cl 10 N O CF; Cl fumérico N o <':r3 cl
l ) Me . ' (o} » S cl
| -
H:N ¢ N ” CH3CN N yq
N CDI, DABCO Me N o Me N
(R) DCM,-10 a-5°X | OH
HO
N
12 (base Iibre)N H0900 = HM04 N o v
Sal de fumarico

[0092] DCM (1 L), 200 g de CDI (1,23 mol, 2,0 ec.) y 35 g de DABCO (0,31 mol, 0,5 ec.) se afiadieron secuencialmente
en un reactor de 3 L equipado con una sonda de temperatura y un agitador superior, y se agité a temperatura ambiente
bajo nitrégeno. La mezcla se enfrié de -10 a -5 °C. El compuesto 12 (200 g) se disolvié en 1 L de DCM y se afiadi6 a la
mezcla gota a gota durante 1 hora, seguido de agitacion durante 16 horas de -10 a -5 °C. Se afnadié el compuesto 10 (159
g, 1,24 mol, 2,0 ec.) de -10 a 0 °C durante 10 minutos. A continuacion, la mezcla se calenté de 0 a 5 °C y se mantuvo
durante 2 horas. La mezcla se concentro al vacio a 40-45 °C hasta aproximadamente 1 L. Se anadié HCI (1 L de 1 N) al
residuo y se concentrd en un rotavapor al vacio (30-40 mmHg) a 45-50 °C durante alrededor de 2 horas para eliminar el
DCM. Se afadieron otros 3 L de HCI IN al residuo y se extrajo tres veces con TBME (4 L, 2 L, 2 L). La capa acuosa se
ajustd lentamente a pH = 9-10 con K2CO3 acuoso al 20 % (alrededor de 1,5 L) y se extrajo con DCM (2 L X 3). Las capas
organicas se combinaron (alrededor de 4 L) y se lavaron tres veces con KH2PO4 0,25 N (1,2 L X 3). La capa organica se
lavo con 2 L de salmuera para llevar el pH a neutro y se concentré en un rotavapor al vacio (30-40 mmHg) a 45-50 °C
durante aproximadamente 2 horas hasta 450 g (335 mL). Se afiadi6 MTBE (1,5 L) al residuo y se destil6 hasta que se
recogieron 500 mL de liquido. Este paso se repitié cuatro veces con la adicion de 500 mL de TBME vy la recoleccién de
500 mL de destilado, con la excepcion de que se recolectaron 330 mL de liquido en la destilacion final. Aproximadamente
1 a 1,2 L de residuo permanecieron en el matraz. El residuo se enfrié lentamente a temperatura ambiente y se agit6 a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla se filtrg, se lavé dos veces con TBME (400 mL X 2) y se secé para
obtener 192 g de HM04 base libre, un sélido amarillo claro (99,3 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo de retencion = 11,0
minutos). El producto en el pared se disolvié en DCM y se concentr6 al vacio para obtener 22 g de base libre HM04 como
un aceite marrén pegajoso (97,6 % de pureza). El filtrado se concentré al vacio para obtener 22,5 g de un sélido amarillo
(94,0 % de pureza).

[0093] La base libre HM04 (187 g, 0,39 mol, 1,0 ec., 99,3 % de pureza) y 1,9 L de ACN se agregaron secuencialmente a
un matraz de 3 L equipado con una sonda de temperatura y un agitador superior y se agité a 15 °C bajo nitrégeno para
obtener un suspensién de color amarillo claro. Se afadié acido fumarico (45,6 g, 0,39 mol, 1,0 ec.) al matraz y se gener6
una suspension blanca después de 1 minuto. La suspensidén de reaccion se agitd durante la noche a temperatura
ambiente, se filtrd (15-20 mm, ceniza <0,15), se lava dos veces con ACN (50 mL X 2) y se seca al vacio a 50 °C durante
6 horas para obtener 207 g de sal de fumarato HM04 como un sélido amarillo claro (99,4 % de pureza (AUC por HPLC,
tiempo de retencién = 11,1 minutos); 57,8 % de rendimiento; 3100 ppm de ACN residual). El filtrado se concentré al vacio
para obtener 20,1 g de sal de fumarato HM04 como un sélido amarillo claro (97,3 % de pureza).

[0094] Una parte del producto (117 g) se sec6 adicionalmente en un horno de vacio (20-40 mmHg) para reducir el
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contenido de acetonitrilo residual. Después de secar a 60 °C durante 6 horas, 15 horas y 72 horas; y a 65 °C durante 18
horas, el contenido de acetonitrilo residual se midié como 3100 ppm, 2570 ppm, 1300 ppm y 256 ppm, respectivamente.
Después del proceso de secado, se aislaron 98 g de sal de fumarato HM04 (99,4 % de pureza (AUC por HPLC, tiempo
de retencién = 11,0 minutos); '"H RMN (400 MHz, DMSO): & = 1,49-1,58 (m, 2H), 1,81-1,92 (m, 2H), 2,44-2,53 (m, 5H),
2,78 (s, 3H), 3,12 (m, 2H), 4,06-4,13 (m, 1H), 6,36-6,41 (m, 1H), 6,55 (s, 2H), 7,47 (d, 1H), 7,73 (d, 1H), 8,11 (d, 1H), 8,75
(d, 1H), 8,81-8,82 (m, 1H), 8,99 (d, 1H). El rendimiento de 98 g de sal de fumarato HM04 aislado después de secar el lote
parcial se extrapol6 sobre el lote completo para calcular un rendimiento aproximado del 48 % para el paso 10.

[0095] El analisis XRPD de productos de sal de fumarato HM04 obtenidos después de secar a 60 °C durante 6 horas, 15
horas y 72 horas, y se realizdé a 65 °C durante 18 horas (véanse las figuras 6-9, respectivamente). El perfil de XRPD
mostré que el producto de sal de fumarato HM04 era consistente con la Forma 1.

Ejemplo 6. Sintesis racionalizada de la Forma 1 de la sal de fumarato de HM04

[0096] EI rendimiento total de la sal de fumarato de HM04 producida utilizando el Paso 10 del Ejemplo 5 se calculé como
aproximadamente el 48 %. Para aumentar el rendimiento general, se investigd una sintesis optimizada que elimin6 el
paso de aislar la base libre de HM04. En particular, se cambi6 el paso 10 del método del Ejemplo 5 mostrado en la figura
5. En la figura 10 se muestra una descripcion general de la sintesis optimizada que comienza después del paso 9 del
Ejemplo 5.

[0097] Ensayo 1 de sal de fumarato HMO4 optimizada: DCM (121,4 g), CDI (20,0 g, 123 mmol, 2 ec.) y DABCO (Se
anadieron secuencialmente 3,5 g, 31 mmol) a un reactor inertizado de 1 L. La mezcla se enfrié a -10 °C. Por separado,
se cargaron en un recipiente una solucion de DCM (132,5 g) y el compuesto 12 (20,0 g, 62,1 mmol) y se agitdé hasta
obtener una solucién. Esta solucion se verti6 en el reactor de 1 L durante 33 minutos manteniendo la temperatura interna
entre -10 y -5 °C. Al final de la adicion, el recipiente se enjuagé con DCM (7,0 g), que luego se anadi6 a la mezcla de
reaccion. Después de agitar durante la noche (19 horas) y una IPC positiva, se afiadi6 el compuesto 10 (15,9 g, 124 mmol,
2 ec.) durante 15 minutos y el recipiente se enjuag6 con DCM (9,0 g). Después de calentar a 0 °C, 1 hora de agitacion,
IPC positivo y 1,5 horas mas de agitacion, la mezcla se calent6é a temperatura ambiente y se carg6 con agua (200,1 g).
La capa acuosa se separd y la capa organica se extrajo dos veces con 1N HCI (201, 200 g). Las capas acuosas
combinadas que contenian el producto se lavaron con TBME (148 g). Después de eliminar la capa organica, la capa
acuosa se cargé con DCM (265,0 g) y solucion de K2CO3 al 50 % (alrededor de 240 mL) hasta alcanzar un pH de 9,61.

[0098] Mientras tanto, se prepar6 una solucion de KH2PO4 (8,2 g) en agua (240 g). La capa orgénica que contenia el
producto se cargd con la solucion de KH2PO4 hasta alcanzar un pH de 7,12 (142,2 g). Después de la separacion de la
capa acuosa, la capa organica se lavé con agua (200 g). Después de la separacion de la capa acuosa, la capa organica
se evaporo a 50 °C. Se anadié ACN (314,4 g) y el disolvente se destild6 de nuevo a 70-75 °C al vacio. Se afiadi6 ACN
(235,8 g) y el disolvente se destil6 de nuevo al vacio. Se afiadié ACN (141,5 g), la solucion resultante se filtr6 y el filtro se
lavo con ACN (16 g). Después de calentar a 60 °C, se afadié acido fumarico (7,2 g, 62 mmol) a la solucién, provocando
un precipitado blanco. Después de enfriar a 20 °C durante 1 hora, la suspensién se filtré y se lavé dos veces con TBME
(2 x 30 g). Después del secado sobre el filtro con flujo de nitrégeno, se obtuvieron 70,7 g de producto bruto himedo. Esto
se suspendié con TBME (177,0 g) durante 1 hora, se filtré y se lavé con TBME (70 g). Después de secar sobre el filtro
bajo flujo de nitrégeno, se obtuvieron 33,0 g de producto humedo. El calentamiento a 50 °C al vacio proporciond el
producto seco como un polvo blanco de sal de fumarato HM04 (21,1 g; 99,8 % de pureza por HPLC; 57 % de rendimiento).
El andlisis XRPD confirm6 que el producto era la Forma 1 (consulte la figura 11).

[0099] Los analisis XRPD descritos en los Ejemplos 6, 7 y 8 se realizaron usando un difractometro X'Pert PRO PANalytical
y las siguientes condiciones experimentales:

Anodo del tubo: Cu

Voltaje del tubo: 40 kV

Corriente del tubo: 40 mA .

Longitud de onda alfai: 1,5406 A

Longitud de onda alfa2: 1,5444 A

Angulo inicial (2 theta): 3

Angulo final (2 theta): 40

Tiempo de conteo: 12.700 segundos

Modo de exploracién: Exploraciéon continua

[0100] Ensayo 2 de sal de fumarato HMO4 optimizada: el proceso simplificado descrito anteriormente se optimiz6 adn
mas para aprovechar las buenas propiedades de cristalizacion de la sal de fumarato HM04. Ademéas de omitir el
aislamiento de la base libre y aislar el producto de sal de fumarato HM04 directamente después de la adicién de ACN y
acido fumarico, en este ensayo también se omitié el tratamiento extractivo acido/base de la base libre. El exceso de acido
fumarico se eliminé con una suspension en TBME

[0101] DCM (120 g), CDI (20,1 g, 124 mmol, 2 ec.) y DABCO (3,5 g, 31 mmol) se agregaron secuencialmente en un
reactor inertizado de 1 L. La mezcla se enfri6 a -10 °C. Por separado, se cargaron en un recipiente una soluciéon de DCM

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2910030 T3

(133,8 g) y el compuesto 12 (20,1 g, 62,4 mmol) y se agitd hasta que se obtuvo una solucién. Esta solucién se vertié en
el reactor de 1 L durante 39 minutos manteniendo la temperatura interna entre -10 y -5 °C. Al final de la adicion, el
recipiente se enjuagé con DCM (7 g), que luego se afiadio a la mezcla de reaccion. Después de agitar durante la noche
(18 horas) y una IPC positiva, se afiadié el compuesto 10 (15,9 g, 124 mmol, 2 ec.) durante 15 minutos y el recipiente se
enjuag6 con DCM (7 g). Después de calentar a 0 °C, 1 hora de agitacion e IPC positivo, la mezcla se carg6 con agua (200
g) y se calent6 a temperatura ambiente.

[0102] Mientras tanto, se prepard una solucion de KH2POa4 (13,8 g) en agua (402 g). La capa acuosa se separ6 y la capa
orgénica que contenia el producto se carg6 con la solucion de KH2PO4 hasta alcanzar un pH de 7. Después de la
separacion de la capa acuosa, la capa orgénica se lavo con agua (200 g). Después de la separacién de la capa acuosa,
la capa organica se filtré y el filtro se lavé con ACN (64 g). Se afadi6 acido fumarico (7,2 g, 62 mmol) a la solucién,
provocando un precipitado blanco, que se filtré y se lavd dos veces con ACN (2 x 31,5 g). Después del secado sobre el
filtro con flujo de nitrégeno, se obtuvieron 44,5 g de producto bruto himedo. Esto se suspendié con TBME (266,8 g)
durante 1 hora, se filtr6 y se lavé dos veces con TBME (2X30 g). Después de secar sobre el filtro bajo flujo de nitrégeno,
se obtuvieron 45,0 g de producto himedo. El secado a 60 °C al vacio proporcioné el producto seco como un polvo blanco
de sal de fumarato HMO04 (25,2 g; 99,6 % de pureza por HPLC; 68 % de rendimiento). El analisis XRPD confirmé que el
producto era de Forma 1 (consulte la figura 12).

[0103] Aumento de escala de la sal de fumarato HM por el método del ensayo 2: DCM (418 g), CDI (70,5 g, 435 mmol, 2
ec.) y DABCO (12,4 g, 111 mmol) se agregaron secuencialmente en un reactor 2 L inertizado. La mezcla se enfri6 a -10
°C. Por separado, se cargaron en un recipiente una solucién de DCM (465 g) y el compuesto 12 (70,0 g, 217 mmol) y se
agité hasta que se obtuvo una solucién. Esta solucion se vertié en el reactor de 2 L durante 24 minutos manteniendo la
temperatura interna entre -10 y -5 °C. Al final de la adicidn, el recipiente se enjuagd con DCM (25 g), que luego se anadid
a la mezcla de reaccion. Después de agitar durante la noche (20 horas) y una IPC positiva, se afiadio el compuesto 10
(55,7 g, 434 mmol, 2 ec.) durante 15 minutos y el recipiente se enjuagé con DCM (24 g). Después de calentar a 0 °C, 1,5
horas de agitacion e IPC positivo, la mezcla se cargd con agua (700 g) y se calent6 a temperatura ambiente.

[0104] Mientras tanto, se prepard una solucion de KH2PO4 (48,3 g) en agua (1401 g). La capa acuosa se separo y la capa
organica que contenia el producto se cargé con la solucion de KH2PO4 hasta alcanzar un pH de 7,03. Después de la
separacion de la capa acuosa, la capa organica se lavo con agua (700 g). Después de la separacién de la capa acuosa,
la capa organica se filtr6 y el filtro se lavé con ACN (220,5 g). Se anadié acido fumarico (25,3 g, 218 mmol) a la solucién,
provocando un precipitado blanco, que se filtrd y se lavé con ACN (111 g). Después de secar en el filtro con flujo de
nitrégeno, el producto se suspendié con TBME (933 g) durante 80 minutos, se filtr6 y se lavo dos veces con TBME (2X104
g). Después de secar sobre el filiro bajo flujo de nitrégeno, se obtuvieron 80,8 g de producto humedo. El secado a 60 °C
al vacio proporcioné el producto seco como un polvo blanco de sal de fumarato HM04 (78,0 g; 99,5 % de pureza por
HPLC; 61 % de rendimiento). El analisis XRPD confirmé que el producto era de Forma 1 (consulte la figura 13).

[0105] Ensayo 3 de sal de fumarato HM04 racionalizada: DCM (120 g), CDI (20,2 g, 125 mmol, 2 ec.) y DABCO (3,5 g,
31 mmol) se afadieron secuencialmente a un reactor inertizado de 1 L. La mezcla se enfri6 a -20 °C. Por separado, una
solucién de DCM (133 g) y el compuesto 12 (20,0 g, 62,1 mmol) se cargaron en un recipiente y se agité hasta que se
obtuvo una solucion. Esta solucion se dejé caer en el reactor de 1 L durante 35 min. manteniendo la temperatura interna
entre -20 y -15 °C. Al final de la adicidn, el recipiente se enjuag6 con DCM (7,2 g), que luego se anadié a la mezcla de
reaccion. Después de agitar durante la noche (24 horas) y una IPC positiva, se afiadi6 el compuesto 10 (15,9 g, 124 mmol,
2 ec.) durante 10 minutos y el recipiente se enjuagd con DCM (7,0 g). Después de calentar a 0 °C, 1 hora de agitacion e
IPC positivo, la mezcla se cargé con agua (200 g) y se calent6 a temperatura ambiente.

[0106] Mientras tanto, se prepar6 una solucién de KH2PO4 (13,7 g) en agua (402 g). La capa acuosa se separé y la capa
organica que contenia el producto se cargd con la solucién de KH2PO4 (311,1 g) hasta alcanzar un pH de 7. Después de
la separacion de la capa acuosa, la capa organica se lavé con agua (200 g). Después de la separacion de la capa acuosa,
la capa orgéanica se filtré y el filtro se lavé con ACN (63 g). Se anadi6 acido fumarico (7,2 g, 62 mmol) a la solucién,
provocando un precipitado blanco, que se filtrd y se lavé con ACN (32 g). Después del secado sobre el filtro con flujo de
nitrégeno, se obtuvieron 53,7 g de producto bruto hiumedo. Esto se suspendié con TBME (267,0 g) durante 40 minutos,
se filtiro y se lavo dos veces con TBME (2 x 30 g). Después de secar sobre el filtro bajo flujo de nitrdgeno, se obtuvieron
41,8 g de producto hiumedo. El secado a 60 °C al vacio proporcioné el producto seco como un polvo blanco de sal de
fumarato HM04 (28,1 g; 99,7 % de pureza por HPLC; 76 % de rendimiento). El andlisis XRPD confirmé que el producto
era de Forma 1 (consulte la figura 14).

Ejemplo 7. Sintesis de la Forma 3 de la sal de fumarato de HM04

[0107] Se disolvi la base libre de HM04 (16,0 g, 33,6 mmol) en ACN (251 g) en un reactor inertizado de 1 litro. Después
de calentar a 60 °C, se anadieron a la solucion &cido fumarico (3,9 g, 33,6 mmol) y un enjuague con ACN (2,6 g),
provocando un precipitado blanco. Después de enfriar a 20 °C durante 2 horas, se filtr6 el producto. Después de secar
sobre el filtro con flujo de nitrégeno, se obtuvieron 6,4 g de producto himedo. El secado a 60 °C al vacio proporcioné el
producto seco como un polvo blanco de sal de fumarato HM04. Se identificé una forma cristalina diferente, la Forma 3,
mediante analisis XRPD (ver Figura 15).
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Ejemplo 8. Sintesis de la Forma 4 de la sal de fumarato HM04

[0108] Se afnadieron secuencialmente DCM (120 g), CDI (20,0 g, 123 mmol, 2 ec.) y DABCO (3,5 g, 31 mmol) a un reactor
inertizado de 1 L. La mezcla se enfri6 a -10 °C. Por separado, se cargaron en un recipiente una solucién de DCM (133 g)
y el compuesto 12 (20,0 g, 62,1 mmol) y se agité hasta que se obtuvo una solucion. Esta solucion se vertié en el reactor
de 1 L durante 35 minutos manteniendo la temperatura interna entre -10 y -5 °C. Al final de la adicion, el recipiente se
enjuag6 con DCM (7,0 g), que luego se anadié a la mezcla de reaccion. Después de agitar durante la noche (18,5 horas)
y una IPC positiva, se anadi6 el compuesto 10 (15,8 g, 123 mmol, 2 ec.) durante 10 minutos y el recipiente se enjuagé
con DCM (6,8 g). Después de calentar a 0 °C, 1 hora de agitacion, IPC positivo y otros 20 minutos de agitacion, la mezcla
se calent6 a temperatura ambiente y se carg6 con agua (200 g). La capa acuosa se separ6 y la capa organica se extrajo
dos veces con 1N HCI (2 x 200 g). Las capas acuosas combinadas que contenian el producto se lavaron con TBME (148
g). Después de eliminar la capa organica, la capa acuosa se cargé con DCM (265,0 g) y solucién de K2COs al 50 %
(alrededor de 240 mL) hasta alcanzar un pH de 9,66.

[0109] Mientras tanto, se prepard una solucion de KH2PO4 (8,2 g) en agua (240 g). La capa organica que contenia el
producto se cargd con la solucion de KH2PO4 (138,2 g) hasta alcanzar un pH de 7,10. Después de la separacion de la
capa acuosa, la capa organica se lavé con agua (200 g). Después de la separacion de la capa acuosa, la capa organica
se evapor6 a 40 °C. Se anadi6 TBME (370 g) y se destil6 nuevamente a 65 °C al vacio hasta dejar 10 volumenes (se
recogieron 218,5 g de disolvente). Se afnadié &cido fumarico (7,2 g, 62 mmol) a la solucién, provocando un precipitado
blanco. Después de enfriar a 20 °C durante 2 horas y 15 horas a esta temperatura, la suspension se filtré, las aguas
madres se recircularon una vez y el producto se lavo con TBME (33 g). Después del secado sobre el filtro con flujo de
nitrégeno, se obtuvieron 26,5 g de producto hiumedo. El secado a 50-60 °C al vacio proporcioné el producto seco como
un polvo blanco de sal de fumarato HM04 (22,3 g; 99,9 % de pureza por HPLC; 61 % de rendimiento). Se identifico una
forma cristalina diferente, la Forma 4, mediante analisis XRPD (ver Figura 16).

Ejemplo 9. Comparacion de la farmacocinética de la administracion oral de la base libre de HM04 y la sal de
fumarato de HM04 en ratas y perros

[0110] La farmacocinética de HM04 en plasma de ratas macho Sprague Dawley dosificadas con una administracién oral
Unica de 3 mg/kg de HM04 (basado en el peso de la base libre) formulada en una solucion de DMAC al 10 %, Solutol al
6 % y PBS al 84 % utilizando la base libre HM04 o la sal de fumarato HM04. Se extrajeron muestras de sangre a intervalos
de tiempo establecidos y se midié la concentraciéon plasmatica de HM04 mediante LC-MS/MS. En la figura 17 se
proporciona una comparacion de la concentracion plasmatica de HM04 (ng/mL) a lo largo del tiempo en ratas dosificadas
por via oral con base libre de HM04 y sal de fumarato de HM04.

[0111] En la Tabla 3, a continuacién, se proporciona un resumen del analisis farmacocinético. La biodisponibilidad a 3
mg/kg de base libre de HM04 se calcul6 a partir de la relacion entre el AUC medio oral y el AUC medio de 990,3 + 24,6
ng*h/mL determinado después de la administracion intravenosa de 3 mg/kg de base libre de HM04 a tres ratas macho
Sprague Dawley. Biodisponibilidad a 3 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basada en el peso de la base libre) se calculé a
partir de la relacion entre el AUC medio oral y el AUC medio de 2103,3 + 357,7 ng*h/mL determinado después de la
administracién intravenosa de 3 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basado en el peso de la base libre) a tres ratas macho
Sprague Dawley.

Tabla 3.
Estudio farmacocinético en ratas (3 mg/kg HM04 oral)
ParaM (media + D.E.) Base libre HM04 (n=3) | Sal de fumarato HM04 (n=3)
Concentracion plasmatica de HM04 (ng/mL)
0,08 horas no probado no probado
0,25 horas 24,2 + 6,6 107,8 +27,8
0,50 horas 39,0+5,2 3259 +187,8
1 hora 44,4 +6,0 201,0 +38,7
2 horas 35,7+11,3 173,9+12.2
4 horas 25,0 £13,0 108,3 £ 38,3
8 horas 7,9+58 42.3+25
24 horas 2,4x no probado
AUC (0-t) (ng*h/mL) 220,0 +57,2 970,2+147,0
Tmax (h) 1+£0 0,83 + 0,29
Cmax (ng/mL) 44,4 +6,0 329,2+184,6
Biodisponibilidad (%)** 22,2+5,8 46,13 +6,99
* N=1; La concentracion de dos de los tres animales estuvo por debajo del nivel de cuantificacion.

[0112] La farmacocinética de HM04 en plasma de perros Beagle macho dosificados con una administracion oral Gnica de
2 mg/kg de HMO04 formulada en una solucion de DMAC al 10 %, Solutol al 6 % y PBS al 84 % usando la base libre de
HMO04 o HMO04 se compararon las sales de fumarato. En la figura 18 se proporciona una comparacion de la concentracion
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plasmatica de HM04 (ng/ml) a lo largo del tiempo en perros que recibieron dosis orales de base libre de HM04 y sal de
fumarato de HMO04.

[0113] En la Tabla 4, a continuacién, se proporciona un resumen del andlisis farmacocinético. La biodisponibilidad se
calculé a partir de una proporciéon normalizada de dosis del AUC medio oral al AUC medio intravenoso (AUCp./AUCy X
Dosisiv/Dosispo). La biodisponibilidad a 2 mg/kg de base libre de HM04 se calculd a partir de una proporcién normalizada
de la dosis del AUC medio oral al AUC medio de 782,1 = 363,5 ng*h/mL determinada después de la administracién
intravenosa de 1 mg/kg de base libre de HM04 a tres perros Beagle machos. La biodisponibilidad a 2 mg/kg de sal de
fumarato HM04 (basada en el peso de la base libre) se calcul6 a partir de una relacién de dosis normalizada del AUC
medio oral al AUC medio de 1126,1 + 363,6 ng*h/mL determinada después de la administracion intravenosa de 1 mg/kg

de sal de fumarato HM04 (basada en el peso de la base libre) a tres perros Beagle machos.

Tabla 4.
Estudio farmacocinético en perros (2 mg/kg HM04 oral)
Parametro (media £ D.E.) Base libre HM04 (n=3) | Sal de fumarato HM04 (n=3)
Concentracién plasmatica de HM04 (ng/mL)
0,08 horas no probado no probado
0,25 horas 8,94 + 5,56 86,6 +32,2
0,50 horas 49,40 +7,72 182,4 + 241
1 hora 66,33 +4,25 2274 £52,2
2 horas 74,05 £ 3,77 219,0 £ 63,6
4 horas 67,34 +6,27 152,9 + 56,9
8 horas 49,23 £10,21 70,2+41,0
24 horas 6,61 +4,38 13,1 £13,2
AUC (0-t)(ng*h/mL) 928,8 £142,5 1854,4 + 828,1
Tmax (h) 2+0 1,33 £ 0,58
Cmax (ng/mL) 74,05 £ 3,77 230,47 £57,13
Biodisponibilidad (%) 59,38 £ 9,11 82,34 + 36,77

Ejemplo 10. Farmacocinética de la administracion oral Unica de sal de fumarato HM04 en rata y perro

[0114] La farmacocinética de HM04 en plasma después de la administracién oral Gnica de sal de fumarato HM04 a ratas
Sprague Dawley macho de 6 semanas de edad y perros Beagle macho (1-5 afios de edad). Se prepararon formulaciones
de prueba de 0,6 mg/ml, 2 mg/ml y 6 mg/ml de sal de fumarato HM04 (basado en el peso de la base libre) en solucién de
glucosa al 5 %. Se administraron dosis de 3, 10 y 30 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basadas en el peso de la base
libre) mediante sonda gastrica como un volumen de dosis de 5 ml/kg de cada una de las tres formulaciones de prueba.
Cuatro animales estaban en cada grupo de dosis. La formulacién se administré a los perros en ayunas con alimento
proporcionado tres horas después de la dosificacion.

[0115] En la figura 19 se proporciona una comparacion de la concentracion plasmatica de HM04 (ng/mL) en ratas a lo
largo del tiempo y en la Tabla 5, a continuacion, se proporciona un resumen del andlisis farmacocinético. La
biodisponibilidad a 3 mg/kg se calcul6 a partir de la relacion entre el AUC medio oral y el AUC medio de 1760 + 196
ng+h/mL determinado después de la administracion intravenosa de 3 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basado en el peso
de la base libre) a cuatro ratas macho Sprague Dawley. AUC media intravenosa de 3 mg/kg (n=4). La biodisponibilidad a
10 mg/kg se calcul6 a partir de la relacion entre el AUC medio oral y el AUC medio de 6170 £ 1770 ng=h/mL determinada
después de la administracion intravenosa de 10 mg/kg de sal de fumarato HM04 (basado en el peso de la base libre) a
cuatro ratas macho Sprague Dawley. La desviacion estandar asociada a la biodisponibilidad oral media se calculé segun
la férmula:

SDq = [V (my?-SDx? + mx*-SDy?)}/my?

donde q = biodisponibilidad media; mx = AUC media normalizada por dosis oral, y my = AUC media normalizada por dosis
V.

Tabla 5

Estudio farmacocinético en ratas

Parametro (media + DE)

3mg/kg (n=4)

10 mg/kg (n=4)

30 mg/kg (n=4)

Concentracién plasmatica de HM04 (ng/mL)

0,25 horas 34,7 £5,42 150 + 28,5 950 + 465
0,50 horas 64,2 + 35,0 548 + 603 1400 + 961
1 hora 82,4 + 30,8 456 + 100 2290 + 537
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(Continuacién)

Estudio farmacocinético en ratas

Parametro (media + DE) 3mg/kg (n=4) | 10 mg/kg (h=4) | 30 mg/kg (n=4)
Concentracién plasmatica de HM04 (ng/mL)

2 horas 150 + 53,5 652 + 62,1 2560 + 530

4 horas 116 £24,0 387 +134 2120 + 422

8 horas 47,0+£10,9 215+97,3 1350 £ 179

24 horas BLQ 8,73+17,5 14,6 £ 6,8
AUCo-uttimo) (ng*h/mL) 762 + 164 3360 + 6858 26200 + 3970
Tmax (h) 3,00 £1,15 1,38 + 0,750 1,75 + 0,500
ti2 (h) 2,82 + 0,354+ 4,88 +2,078 2,65 £ 0,193
Cmax (ng/mL) 156 £47,3 769 + 458 2590 + 524
Biodisponibilidad (%) 43,3+£10,5 54,4 £15,2

* N=2; 8 N=3.

ultimo = hora en la que se midié la Ultima concentracion detectable.
BLQ = por debajo del limite de cuantificacion.
*N=1; La concentracién de tres de cuatro animales estuvo por debajo del nivel de cuantificacion.

[0116] La exposicion a HM04 aumentd con la dosis con un aumento mas que proporcional a 30 mg/kg. Después de la
administracién oral Unica de 3, 10 y 30 mg/kg a ratas, HM04 alcanz6 su Cmax en 4 horas. Después de la dosificacion oral,

el compuesto se absorbié con una biodisponibilidad de alrededor del 40-50 % a las dosis de 3 y 10 mg/kg.

[0117] En la figura 20 se proporciona una comparacién de la concentracion plasmatica de HM04 (ng/mL) en perros a lo

largo del tiempo y en la Tabla 6, a continuacion, se proporciona un resumen del andlisis farmacocinético.

Tabla 6
Estudio farmacocinético canino
Parédmetro (media + D.E.) 3 mg/kg (n=4) 10 mg/kg (n=4) 30 mg/kg (n=4)
Concentracion plasmatica de HM04 (ng/mL)
0 horas* 5,34 + 3,83 2,15+4,30 BLQ
0,25 horas 66,0 £ 26,8 307 + 246 1940 + 1330
0,50 horas 360 + 238 862 + 460 3730 + 1560
1 hora 300 +127 1510 £435 5720 + 1200
2 horas 287 + 158 *x 1170 + 260 5030 + 710
4 horas 185+ 115 789 + 150 3780 £ 577
8 horas 95,6 + 83,3 468 £ 171 2440 £176
24 horas 8,83+14,7 65,1 £65,2 560 + 147
AUC o-atimo) (ng*h/mL) 2160 + 1720 10900 + 3500 54000 + 6010
Tmax (h) 0,875 £ 0,250 1+£0 1+£0
Cmax (ng/mL) 425 + 222 1510 £435 5720 + 1200
t12 (h) 4,02 £1,21 4,93 £ 1,31 6,97 + 0,613
Biodisponibilidad (%) 55,6 £ 18,8 68,0 £10,0
BLQ = por debajo del limite de cuantificacion.
*Se determin6 la concentracion previa a la dosis. La dosificacion se realizé con al menos 4 dias de
diferencia en los mismos animales.
++ N=3; Perro 3 excluido de las estadisticas como valor atipico.

[0118] A 3 mg/kg, tres de las cuatro concentraciones previas a la dosis de HM04 fueron detectables (rango 5,15 - 8,31
ng/mL). Las muestras se volvieron a analizar por duplicado y se confirmé que eran positivas. Ademas, con 10 mg/kg por
via oral, el Perro 2 mostré una concentracion predosis detectable (8,60 ng/ml). Es poco probable que esta concentracién
sea una concentracion residual de la dosis anterior de 3 mg/kg porque esa concentracion estaba por debajo del limite de
cuantificacion a las 24 horas. Estos valores, préximos al limite inferior de cuantificacion del método analitico (2,5 ng/mL),
fueron excluidos de los calculos sustituidos por el valor cero.

[0119] Para administraciones orales Unicas de sal de fumarato de HM04, las concentraciones maximas de HM04 se
alcanzaron rapidamente dentro de 1 hora después de la dosificacion. Se midieron concentraciones detectables del
compuesto hasta 24 horas después de la dosificacion en todos los perros excepto en dos. Después de alcanzar la
concentracién maxima, los niveles plasmaticos de HM04 disminuyeron con una vida media terminal aparente (rango de 4
a 7 horas) similar a la vida media después de la administracién intravenosa (rango de 4 a 5 horas). En el rango de dosis
oral de 3 a 30 mg/kg, mientras que la Cmax aumento aproximadamente proporcionalmente con la dosis, el AUC aument6
mas que en proporcidn directa con la dosis. La biodisponibilidad oral de HM04 fue alta de acuerdo con la baja depuracion
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del compuesto.

[0120] La biodisponibilidad oral absoluta a 3 mg/kg se calculo a partir de la relacion de los valores de AUC- oral individual
a los valores de AUC- individuales determinados después de la administracién intravenosa de 3 mg/kg de sal de fumarato
HMO04 (basado en el peso de la base libre) a los mismos cuatro perros Beagle machos. Se determinaron los siguientes
valores individuales orales e IV AUC-: Perro 1: 4930 y 6190 ng*h/mL, respectivamente; Perro 2: 1440 y 3100 ng*h/mL,
respectivamente; Perro 3: 1160 y 3210 ng*h/mL, respectivamente; y Perro 4: 1850 y 3070 ng*h/mL, respectivamente.

[0121] La biodisponibilidad oral absoluta a 10 mg/kg se calcul6 a partir de la relacion de los valores de AUC- oral individual
alos valores de AUC- individuales determinados después de la administracién intravenosa de 10 mg/kg de sal de fumarato
HMO04 (basado en el peso de la base libre) a los mismos cuatro perros Beagle machos. Se determinaron los siguientes
valores individuales orales y IV AUC-: Perro 1: 17500 y 22500 ng*h/mL, respectivamente; Perro 2: 8780 y 13200 ng*h/mL,
respectivamente; Perro 3: 8470 y 15500 ng*h/mL, respectivamente; y Perro 4: 10900 y 14900 ng*h/mL, respectivamente.

[0122] Las concentraciones de HM04 en plasma se midieron mediante LC-MS/MS después de la precipitacion de
proteinas en el formato de placa de 96 pocillos. En el momento del analisis, las muestras se descongelaron a temperatura
ambiente. Alicuotas de 25 uL de plasma K3EDTA de rata o perro se enriquecieron con 300 uL de estandar interno (25
ng/ml de HM04-d8 en acetonitrilo). Después de mezclar suavemente en vortex durante 5 minutos y centrifugar a 2010 g
durante 15 minutos a 4 °C, se transfirié una alicuota de 100 uL de la fase organica a una placa de polipropileno nueva de
96 pocillos, usando un sistema robético P3-Evolution (Perkin Elmer). Después de la dilucién con 100 pL de formiato de
amonio 10 nM, pH 3,5, se inyectd una alicuota de 10 pL en el sistema LC-MS/MS. Las condiciones de LC-MS/MS se
proporcionan en la Tabla 7, a continuacion.

Tabla 7

Sistema HPLC: Serie Hewlett Packard 1100

Fase movil: Canal A: formiato de amonio 10 mM pH 3,5
Canal B: acetonitrilo
Modo de elucion: Gradiente
Tiempo (min) 0,0 1,0 1,1 25 | 26 | 40
%A 75 75 10 10 75 | 75
%B 25 25 90 90 25 | 25
Tiempo total de ejecucion: 4,0 minutos
Tasa de flujo: 0,3 mL/min
Tiempos de retencion aproximados: 2,18 minutos
Temperatura del horno de columna. 40 °C

Columna analitica:

Zorbax SB-C18 (2,1 X 50 mm, 3,5 um)

Tipo de inyector automatico:

CTC Analytics CTC PAL

Volumen de inyeccion:

10 uL

Temperatura del inyector automatico.

4°C

Instrumento de EM:

Biosistema aplicado SCIEX API 3000

lonizacion:

Turbo lon Spray en modo de iones positivos

Transicion MRM: HM04 m/z 476,08 ;1 /7 129,19
Transicion MRM: HM04-d8 m/z 484,24 om/z 137,41
Resolucion: Unidad Q1

Unidad Q3

Limite inferior de cuantificacion.

5,0 ng/ml (rata); 2,5 ng/mL (perro)

Limite superior de cuantificacion:

5000 ng/ml (rata); 1250 ng/ml (perro)

Software utilizado:

Analista 1,4,1 y Watson 7,4

Ejemplo 11. Actividad antagonista de HM04 con el receptor de grelina (GHSRIa)

[0123] Las propiedades de uniéon de HMO04 al receptor de grelina GHSR1a se estudiaron utilizando la sal de fumarato de
HMO04 en un ensayo de lector de placa de imagenes de fluorescencia (FLIPR) por duplicado. HM04 mostré una actividad
antagonista significativa en GHSR1a con un valor Clso de 7,308 nM. (Figura 21A). También se realizaron pruebas
comparativas con el antagonista de GHSR1a de referencia R011 (W02005/048916, Ejemplo 30). R0O11 mostr6 actividad
antagonista sobre GHSR1a con un valor Clso de 343 nM (Figura 21B).

[0124] No se observo actividad agonista con HM04 y R011 a concentraciones de hasta 10 uM (Figuras 21C y 21D). Tanto
HMO04 como R011 no mostraron una actividad agonista inversa significativa clara (Figuras 21E y 21F) en un estudio de
actividad agonista inversa de Inositol 1 fosfato (IP-1). Los datos in vitro sugieren que HMO04 es un potente antagonista de
la grelina sin actividad agonista o una clara actividad agonista inversa.
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[0125] Los compuestos se diluyeron con DMSO al 100 % para obtener una solucién madre 30 mM. El dia de la prueba,
se prepararon diluciones en serie a partir de la solucién madre. Para el ensayo FLIPR: 1) se afadieron 8 ul de DMSO a 2
ul de solucion madre del compuesto (30 mM) para producir 10 pl de solucién 6 mM; se produjeron diluciones seriadas a
la mitad de la solucién 6 mM para generar diez dosis; 2) las soluciones de prueba se obtuvieron diluyendo las soluciones
madre 1/40 en tampén de ensayo (concentracion de DMSO 2,5 %). Para el ensayo de IP-1:1) se afadieron 29 ul de
DMSO a 1 pl de solucién madre del compuesto (30 mM) para producir 30 pl de solucién 1 mM; se produjeron diluciones
seriadas a la mitad de la solucién 1 mM para generar 10 dosis; 2) las soluciones de prueba se obtuvieron diluyendo las
soluciones madre 1/100 en tampdn de ensayo (concentracién final de DMSO al 1 %).

[0126] Para el estudio de la actividad agonista y antagonista, se usaron células HEK293 que expresan de forma estable
el receptor GHSR1a humano en un ensayo (FLIPR). Un dia antes de la prueba, las células se sembraron a una densidad
de 1,5 x 10* células/pocillo en una placa de 384 pocillos recubierta con Matrigel® con 30 pl de medio DMEM completo y
se incubaron a 37 °C en CO2 al 5 % durante 22-26 horas. El dia de la prueba, se afiadio colorante de carga 4x en cada
pocillo (10 ul por pocillo para placas de 384 pocillos). Las placas de ensayo se incubaron a 37 °C en la oscuridad durante
30 minutos. El contenido de colorante se elimind por centrifugacién a 300 rpm durante 30 segundos. Se afadié
HBSS/Hepes (30 pl) con probenecid ImM con PlateMate Matrix (configuracién de baja velocidad, Thermo Fisher
Scientific). A continuacion, la placa se colocé en FLIPR Tetra (Molecular Devices) y se afiadieron 10 pl de concentraciones
de trabajo 4x de HM04 o R011 mediante FLIPR (modo agonista). La sefal de fluorescencia se detect6 con FLIPR a
temperatura ambiente de acuerdo con la configuracién estandar durante 10 minutos antes de que las células se
expusieran a 10 pl de concentraciones de trabajo 5x de agonistas (compuesto agregado por FLIPR). La sefial de
fluorescencia se detecto en los siguientes 3 minutos (modo antagonista).

[0127] Para el estudio de la actividad del agonista inverso, se siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente hasta
el dia de la prueba. El dia de la prueba, se eliminé el medio mediante centrifugacion a 700 rom durante 30 segundos y se
agregaron 20 pl/pocillo de tamp6n de ensayo que contenia HM04 o R011. Las placas de ensayo se incubaron a 37 °C en
la oscuridad durante 1 hora. Se anadieron secuencialmente IP1-d2 (5 ul) y AB-Cryp (5 pl) a todos los pocillos utilizando
Combi multigota. La placa se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora y se leyé en EnVision a 620 nm y 665 nm.

[0128] Los datos se informaron como unidades relativas de luz (RLU) y se analizaron utilizando GraphPad Software Inc.
version 6. La mitad de la concentracién inhibitoria maxima (Clso) medida para HM04 y R011 se calculé mediante andlisis
de regresion no lineal.

Ejemplo 12. Efecto de la sal de fumarato HM04 sobre el aumento de la hormona del crecimiento inducido por
grelina en ratas

[0129] Las ratas se dividieron en cuatro grupos: 1) 1 ml/kg de solucion salina mas 10 ml/kg de CMC p.o. al 0,5 % (n=6);
2) 15 pug/kg de grelina i.v. mas 10 ml’kg de CMC al 0,5 % p.o. (n=6); 3) 30 mg/kg de sal de fumarato HM04 p.o. 2 horas
antes de 15 pg/kg de grelina i.v. (n=6); 4) 10 mg/kg de antagonista de grelina R011 i.p. 30 minutos antes de 15 ug/kg de
grelina i.v. (n=6). La sangre se recogié como muestras de 100 pl en el tiempo 0 y 15 minutos después de la inyeccién de
grelina. Las ratas se anestesiaron con 64,8 mg/kg de pentobarbital sédico. Se insert6 un catéter lleno de solucién salina
heparinizada en la arteria femoral izquierda para la extraccion de sangre y se equipd con un tubo de extension, una jeringa
de muestreo de 1 mly un grifo de 3 vias para permitir el retorno del exceso de sangre.

[0130] Los niveles de plasma de la hormona del crecimiento (GH) se determinaron utilizando Rat GH ELISA (Millipore, N®©
de catadlogo EZRMGH-45K). Las mediciones se realizaron por duplicado. GH AUC 0-15 min se calculé utilizando el método
trapezoidal. Se utilizé la prueba ANOVA de una y dos vias para comparar las diferencias entre los grupos. Todos los
valores se presentan como media + SEM. Se realizé ANOVA unidireccional seguido de la prueba post hoc de Turquia,
donde la significacion se indicé mediante valores de p < 0,05 o valores de p < 0,01.

[0131] La inyeccion de solucién salina dio como resultado un ligero aumento de la GH en plasma. La propia ghrelina
indujo un fuerte aumento de GH después de 15 minutos de la inyeccién. La concentracidn plasmatica media de GH oscil6
entre 90 y 120 ng/ml después de administrar 15 pg/kg de grelina por via iv. Tanto HM04 como R011 inhibieron el aumento
de GH inducido por grelina en un 35 % y un 78 %, respectivamente. La concentracién media de la hormona del crecimiento
en plasma observada para cada uno de los cuatro grupos en el momento 0 y 15 minutos después de la inyeccién de
grelina se muestra en la figura 22 (x+x p<0,01 frente al vehiculo; ##p <0,05 en comparacién con la grelina sola.

Ejemplo 13. Efecto de la sal de fumarato HM04 en un modelo de raton Prader-Willi

[0132] Se investigo el efecto de la sal de fumarato HM04 sobre el comportamiento de ingesta de alimentos y la tolerancia
a la glucosa en el modelo genético de raton Snord 116+/- (Het) del sindrome de Prader-Willi (raton Het) en comparacion
con comparieros de camada de tipo salvaje (WT). Dado que los agonistas de D2R suprimen la ingesta de alimentos, se
uso6 cabergolina, un agonista de D2R aprobado por la FDA, como control experimental. Las caracteristicas fenotipicas de
este modelo de raton PWS incluyen hiperfagia, retraso del crecimiento posnatal, grelina alta y hormona de crecimiento
baja. Ding F., et al. SnoRNA Snord116 (Pwcr1/MBII-85) deletion causes growth deficiency and hyperphagia in mice. PloS
one. 2008; 3(3): e1709. Estos ratones PWS comen con mas frecuencia que los compaferos de camada WT,
particularmente durante el ciclo de luz y estan més motivados para trabajar por comida (presiones mas niveladas) (datos

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2910030 T3

no mostrados).

[0133] HMO04 dosificado a 10 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) no redujo la ingesta de alimentos en ratones WT de 3, 7
0 12 meses de edad (véanse las figuras 25-27). HM04 (10 mg/kg, i.p.) suprimio la ingesta de alimentos 12 y 24 horas
después de la dosificacién en ratones Het de 3 meses (Figura 26). HM04 (10 mg/kg, i.p.) suprimié la ingesta de alimentos
1 hora después de la dosificacion en ratones Het de 12 meses (Figura 25A), pero ese nivel de supresion no se mantuvo
(Figura 25B). HMO04 dosificado a 30 mg/kg i.p. inhibia la ingesta de alimentos hasta 8 horas después de la dosificacion en
ratones Het de 7 meses, pero no en ratones WT (Figura 26). Cuando se administré HM04 a 30 mg/kg por via oral a ratones
Het de 8 meses de edad a las 07:00 horas diariamente durante cinco dias, la ingesta de alimentos se redujo hasta 2 dias
sin afectar el peso corporal (Figuras 30A y 30B). Cuando se administr6 HM04 a 30 mg/kg por via oral a ratones Het de 8
meses de edad a las 18:00 horas durante el ciclo de oscuridad, la ingesta de alimentos fue menor durante el ciclo de luz
posterior en los dias 2, 3, 4 y 5 y alcanz6 significacion el dia 5 (Figura 31A).

[0134] En contraste con el efecto de la ingesta de alimentos, HM04 no mostrd una mejora en la tolerancia a la glucosa en
los ratones Het, mientras que se observé un efecto en los ratones WT. Estos resultados sugieren que HM04 puede mejorar
la hiperfagia asociada con PWS, aunque los factores relacionados con la edad, los ritmos circadianos, el estado energético
y el metabolismo pueden afectar la respuesta farmacolégica.

[0135] Administracién aguda: los ratones (de 3, 7 y 12 meses de edad) se mantuvieron en ayunas durante 16 horas y
luego se les administré una unica inyeccion intraperitoneal de vehiculo o vehiculo que contenia HM04, cabergolina o
HMO04 y cabergolina de acuerdo con la Tabla 8, abajo.

Tabla 8.
Tension Edad (meses) Numero de animales Compuesto y dosis (mg/kg)
Het 7 6 HMO04 (10)
Het 7 6 cabergolina (0,5)
Het 7 6 vehiculo
Het 7 6 HMO04 (10) + cabergolina (0,5)
WT 7 6 HMO04 (10)
WT 7 6 cabergolina (0,5)
WT 7 6 vehiculo
WT 7 6 HMO04 (10) + cabergolina (0,5)
Het 3 6 HMO04 (10)
Het 3 6 vehiculo
WT 3 6 HMO04 (10)
WT 3 6 vehiculo
Het 12 4 HMO04 (10)
Het 12 4 vehiculo
WT 12 6 HMO04 (10)
WT 12 6 vehiculo
Het 7 5 HMO04 (30)
Het 7 5 vehiculo
WT 7 5 HMO04 (30)
WT 7 5 vehiculo

[0136] Se disolvié HM04 en agua para inyeccion y se disolvié cabergolina en DMSO para proporcionar una solucion al 5
% de DMSO/agua para inyeccién. A continuacion, a los ratones se les dio libre acceso a la comida, y se midié la ingesta
acumulada de comida 1, 2, 4, 8, 12 y 24 horas después de la dosificacion. Dado que los ratones Het son significativamente
mas pequefos que sus compaferos de camada de control WT, la ingesta de alimentos se expresd como ingesta por g de
peso corporal. Se analiz6 la significancia de los datos usando ANOVA de 2 vias, prueba post hoc de Bonferroni (Graphpad
Prism, Prism 5.0, San Diego, CA).

[0137] Para la cohorte de 7 meses de edad, la ingesta acumulada de alimentos fue significativamente elevada en los
ratones Het tratados con vehiculo en comparacion con los ratones WT tratados con vehiculo. La cabergolina inhibi6 la
ingesta de alimentos en ambos genotipos. Por el contrario, HM04 (10 mg/kg) no inhibié la ingesta de alimentos en ratones
WT o Het y no mejor6 el efecto supresor de la cabergolina sobre el consumo de alimentos (Figuras 23A y 23B).

[0138] Para el grupo de 3 meses de edad, la ingesta acumulada de alimentos no fue significativamente diferente en los
ratones tratados con vehiculo durante las primeras 8 horas. A las 12 y 24 horas, los ratones Het habian consumido mas
alimento que los ratones WT. El tratamiento con HM04 (10 mg/kg) suprimi6 significativamente la ingesta de alimentos a
las 12y 24 horas posteriores a la dosificacion en ratones Het (ver Figura 24). HM04 no logré inhibir la ingesta de alimentos
en ratones WT.
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[0139] En ratones de 12 meses de edad, la ingesta de alimentos fue significativamente mayor en los ratones Het tratados
con vehiculo que en los ratones WT. HM04 (10 mg/kg) suprimi6 la ingesta de alimentos en ratones Het 1 hora después
de la dosificacién (Figura 25A); sin embargo, ese nivel de inhibicidn no se mantuvo (Figura 25B).

[0140] También se evalud el grupo de ratones Het y WT de 7 meses de edad a los que se administré vehiculo o HM04 a
una dosis mayor de 30 mg/kg. HM04 (30 mg/kg) no tuvo ningun efecto aparente sobre la ingesta de alimentos en ratones
WT, pero inhibi6 la ingesta de alimentos durante hasta 8 horas en ratones Het (Figura 26).

[0141] Administracién diaria: para probar si HM04 puede ser mas eficaz si se administra diariamente, se inyectaron
ratones de 6 meses de edad una vez al dia a las 07:00 horas durante 10 dias con vehiculo, o vehiculo que contenia HM04
(10 mg/kg i.p.), y se trataron ratones de 8 meses de edad diariamente a las 07.00 horas o0 a las 18.00 horas durante 5
dias mediante sonda oral con vehiculo o vehiculo que contenia HM04 a una dosis mayor de 30 mg/kg. En la Tabla 9, a
continuacion, se proporciona un resumen. La ingesta de alimentos y el peso corporal se midieron diariamente.

Tabla 9.
copa | ot | wan | FBorede [ Fuiade [ pias consscumos | CoTELESS

(meses) animales stracion stracion de administraciéon (mg/kg)
Het 6 10 07:00 ip 10 HMO04 (10)
Het 6 10 07:00 ip 10 vehiculo
WT 6 10 07:00 ip 10 HMO04 (10)
WT 6 10 07:00 ip 10 vehiculo
Het 8 5 07:00 oral 5 HMO04 (30)
Het 8 5 07:00 oral 5 vehiculo
WT 8 5 07:00 oral 5 HMO04 (30)
WT 8 5 07:00 oral 5 vehiculo
Het 8 5 18:00 oral 5 HMO04 (30)
Het 8 5 18:00 oral 5 vehiculo
WT 8 5 18:00 oral 5 HMO04 (30)
WT 8 5 18:00 oral 5 vehiculo

[0142] En el grupo de 6 meses de edad, el consumo de alimentos no fue significativamente diferente en los ratones WT
y Het tratados con vehiculo. El tratamiento diario con HM04 (10 mg/kg i.p.) no tuvo ningln efecto aparente sobre la ingesta
de alimentos (Figura 27A) o el peso corporal (Figura 27B) en ratones WT y Het.

[0143] En el grupo de 8 meses de edad tratado a las 07:00 horas durante el ciclo de luz, se observd una disminucion
significativa en la ingesta de alimentos el dia 2, pero no en los dias posteriores (Figura 28A). El peso corporal no se vio
afectado (Figura 28B). No se observo reduccion en la ingesta de alimentos ni en el peso corporal en ratones HM04 WT
(Figuras 28A y 28B).

[0144] Para el grupo de 8 meses de edad tratado a las 18:00 horas durante el ciclo de oscuridad, se midi6 la ingesta de
alimentos durante los ciclos de luz y oscuridad. A pesar de tratar a los ratones con HM04 al comienzo del ciclo de
oscuridad, no se observd supresiéon del consumo de alimentos durante el ciclo de oscuridad en los ratones WT o Het
(Figura 29B). Durante el ciclo de luz posterior (06:00-18:00), la ingesta de alimentos fue menor en los ratones Het tratados
con HMO04, pero no en los ratones WT en los dias 2, 3, 4 y 5y alcanzé significacion en el dia 5 (Figura 29A).

[0145] La especificacion escrita anterior se considera suficiente para permitir que un experto en la técnica practique las
formas de realizacion. La descripcion y los ejemplos anteriores detallan ciertas formas de realizacion y describen el mejor
modo contemplado por los inventores. Se apreciard, sin embargo, que no importa lo detallado que pueda aparecer lo
anterior en el texto, la forma de realizacion puede practicarse de muchas maneras y debe interpretarse de acuerdo con
las reivindicaciones adjuntas.

[0146] Como se usa en el presente documento, el término aproximadamente se refiere a un valor numérico, que incluye,
p. €j., nUmeros enteros, fracciones y porcentajes, ya sea que se indique explicitamente o no. El término aproximadamente
generalmente se refiere a un rango de valores numéricos (p. €j., +/-5-10 % del rango indicado) que un experto en la
materia consideraria equivalente al valor indicado (p. €j., tener la misma funcién o resultado). Cuando términos como al
menos y aproximadamente preceden a una lista de valores numéricos o rangos, los términos modifican todos los valores
0 rangos proporcionados en la lista. En algunos casos, el término aproximadamente puede incluir valores numéricos que
se redondean a la cifra significativa mas cercana.
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REIVINDICACIONES

1. Una sal de fumarato de (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea,
estando dicha sal al menos en un 50 % en forma cristalina.

2. La sal de la reivindicacion 1, en donde la sal es 1:1 (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetilo)-1-metil-
1-(1-metilpiperidin-4-il)urea:sal de fumarato.

3. La sal de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la sal es al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %,
al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % en forma
cristalina.

4. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 1 que tiene el patrén de XRPD de la figura
12 determinado por XRPD usando radiacion Cu K alfa.

5. La sal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 2 caracterizada por el patron de XRPD
de la figura 3 determinado por XRPD usando radiacién Cu K alfa.

6. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 3 caracterizada por el patron de XRPD de
la figura 15 determinado por XRPD usando radiacién Cu K alfa.

7. La sal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 4 caracterizada por el patrén de XRPD
de la figura 16 determinado por XRPD usando radiaciéon Cu K alfa.

8. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 1 caracterizada por un patron de XRPD,
usando radiaciéon Cu K alfa, que comprende picos en 7,8 £ 0,2, 9,5 £ 0,2, 14,3 + 0,2, 16,7 £ 0,2, 17,2 + 0,2, 18,5 £ 0,2,
18,8 £0,2, 19,3 £ 0,2, 20,0 £ 0,2, 20,7 + 0,2, 22,4 £ 0,2, 23,2 + 0,2, 25,6 £ 0,2, 27,2 + 0,2, 31,7 £ 0,2, y 32,4 grados 2
theta.

9. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 3 caracterizada por un patron de XRPD,
usando radiacién Cu K alfa, que comprende picosen 7,2+0,2,9,4+0,2,9,7+0,2,10,8 £0,2, 14,3+0,2, 15,1 £0,2, 16,2
+0,2,17,9+0,2,18,7+0,2,189+0,2,19,6 £0,2,21,5+0,2, 22,7 £ 0,2, 23,7 £ 0,2,24,3 £ 0,2, 25,1 + 0,2, 27,4 + 0,2,
28,7 £ 0,2y 34,9 + 0,2 grados 2 theta.

10. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende la Forma 4 caracterizada por un patrén de XRPD,
usando radiacién Cu K alfa, que comprende picos en 12,2 +0,2, 13,2+ 0,2, 15,0 £ 0,2, 15,4 £ 0,2, 17,6 £ 0,2, 18,1 £ 0,2,
19,5+0,2,20,2+0,2, 20,9 +0,2,21,4+0,2,23,0+0,2,234 +£0,2,24,4 +0,2,24,8+0,2,259+0,2,27,9+0,2,289 +
0,2,29,6 £0,2, 30,7 £ 0,2 grados 2 theta.

11. La sal de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende al menos una forma cristalina elegida de dicha
Forma 1, Forma 2, Forma 3 y Forma 4.

12. Un medicamento que comprende la sal de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para uso en terapia.

13. Una composicién que comprende la sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

14. Un método para preparar la sal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que comprende combinar (R)-3-(1-
(2,3-dicloro-4-(pirazina-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-il)urea con acido fumarico.

15. El método de la reivindicacién 14, en el que la (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-trifluoroetil)-1-metil-1-(1-
metilpiperidin-4-il)urea se encuentra en forma sélida o en solucién cuando se combina con &cido fumarico.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 15, en el que el (R)-3-(1-(2,3-dicloro-4-(pirazin-2-il)fenil)-2,2,2-
trifluoroetil)-1-metil-1-(1-metilpiperidin-4-iljJurea se somete a extraccién &cido/base antes de combinarse con acido
fumarico.

17. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, el producto farmacéutico de la reivindicaciéon 12, o la composicion
de la reivindicacién 13, para usar en un método para reducir la actividad de sefializacion de la grelina en una célula que
comprende exponer dicha célula a dicha sal, producto farmacéutico o composicion.

18. Los productos para el uso de la reivindicacion 17, en los que la célula se expone a dicha sal, dicho medicamento o
dicha composicion in vitro.

19. Los productos para el uso de las reivindicaciones 17 o0 18, en los que la actividad de sefalizacion de la grelina se mide
por el nivel de calcio intracelular detectado por el ensayo del lector de placas de imagenes de fluorescencia (FLIPR).
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20. Los productos para el uso de la reivindicacién 19, en los que se reduce el nivel de calcio intracelular.

21. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, el producto farmacéutico de la reivindicacion 12, o la composicién
de la reivindicacion 13, para usar en un método para reducir la actividad de sefializacion de la grelina en un sujeto que
comprende administrar al sujeto dicha sal, producto farmacéutico o composicion.

22. La sal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, el producto farmacéutico de la reivindicacion 12, o la composicion
de la reivindicacién 13, para usar en un método para tratar a un sujeto que tiene una condicién o trastorno asociado con
un aumento en el nivel de grelina, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha
sal, farmaco o composicion.

23. Los productos para el uso de la reivindicacion 22, en los que la condicion o trastorno se elige entre abuso de alimentos,
adiccion al alcohol, sindrome de Prader-Willi, atracones, obesidad, rebote de peso corporal después de la dieta e
hiperfagia.

24. Los productos para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 22 a 23 que comprenden la administracion oral de la
sal, el compuesto cristalino, el producto farmacolégico o la composicién al sujeto.

25. Los productos para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 22 a 24, en los que se aplica una 0 mas de las

siguientes condiciones: (a) el nivel de hormona de crecimiento circulante del sujeto esta modulado y/o reducido; (b) se
reduce la ingesta de alimentos del sujeto; (c) el peso corporal del sujeto se reduce y/o estabiliza.
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