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DESCRIPCION

Sales de un derivado quinuclidina como antagonistas de receptores M; de muscarina.

Area industrial

La presente invencién se refiere a nuevas sales de adicién de acido del (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-
2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo (citado en adelante como Compuesto A) que son utiles como farmacos,
particularmente como antagonistas de receptor de muscarina M.

Técnicas antecedentes

Se ha publicado que el Compuesto A que tiene la férmula quimica dada a continuacién, al presentar afinidad y
selectividad para receptores de muscarina Mj;, es Util como antagonista de receptor M3 en la profilaxis o tratamiento
de diversas enfermedades mediadas por receptor M3, en particular enfermedades uroldgicas tales como incontinencia
urinaria o polaquiuria en polaquiuria neurdtica, vejiga neurogénica, enuresis nocturna, vejiga inestable, espasmo de
vejiga, cistitis crénica, etc., enfermedades respiratorias, tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bron-
quitis crénica, asma y rinitis, o enfermedades del tracto digestivo tales como sindrome de intestino irritable citado
también como colitis espastica o diverticulitis (documento de Patente 1)

oL
5

Compuesto A

"en

Para la sal de adicién de dcido del Compuesto A, el anterior documento de patente 1 describe solamente una sal, la
sal hidrocloruro del Compuesto A en el Ejemplo 10 y no se conoce un ejemplo particular en relacion con otras sales
de adicion de acidos excepto la sal hidrocloruro descrita en el anterior documento de Patente 1.

[Documento de patente 1] Patente europea EPO 801 067
Descripcion de la invencion

El hidrocloruro del Compuesto A, la tinica sal de adicién de dcido conocida de Compuesto A, se puede obtener co-
mo anhidrido cristalino, pero se ha encontrado que el hidrocloruro es tan higroscépico como para ser delicuescente en
un entorno convencional mantenido a una humedad relativa de 70% (temperatura ambiente) y aumentar las impurezas
que le acompaiian en un almacenamiento a largo plazo.

Con el fin de contar con una preparacion farmacéutica o ingrediente fadrmaco seguros, era deseable descubrir una
sal del Compuesto A que fuera menos higroscépica, en particular una sal altamente estable a la humedad distinta al
hidrocloruro.

Los autores de la presente invencién han estudiado una serie de sales de adicion de dcido del Compuesto A y han
encontrado que hay sales particulares de adicién de 4cido del Compuesto A que son menos higroscépicas y tienen
mayor estabilidad a la humedad que la sal hidrocloruro convencional. De esta forma se ha completado la presente
invencidén. Segtin la invencién se proporciona sal de adicién de dcido del Compuesto A con un 4cido seleccionado del
grupo S que consiste en 4cido (-)-(2S,3S)-tartérico, dcido (+)-(2S,3S)-di-O-benzoiltartarico 4cido (+)-(25,3S)-di-O-(4-
metilbenzoiltartarico, (-)-L-fenialanina) dcido bencenosulfénico, acido ciclohexanosulfamico, 4cido bromhidrico, aci-
do naftalen-2-sulfénico, dcido sebdcico, 4cido (+)-canfor-10 sulfénico, 4dcido p-toluensulfénico, dcido etanosulfénico,
dcido metanosulfénico y fosfato de metilo.

Concretamente, la invencion proporciona una sal de adicién de dcido de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-
2 carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo, es decir Compuesto A, seleccionada entre
(-)-(2S, 3S)-tartrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

(+)(2S,3S)-di-O-benzoiltartrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinucli-
din-3-ilo
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(+)-(25,35)-di-O-(4-metilbenzoiltartrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolin-2-carboxilato de (-)(3R)-
quinuclidin-3-ilo,

(-)-L.-fenilalaninato (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)quinuclidin-3-ilo
bencenosulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)(3R)-quinuclidin-3-ilo,
ciclohexano sulfamato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)quinuclidin-3-ilo
hidrobromuro de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo
naftalen-2-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo
sebacato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo
(+)-canfor-10-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo
p-toluensulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,
etanosulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo
metanosulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo, y

metil fosfato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

Entre estas sales, la preferida es (-)-(2S,3S)-tartrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de
(-)-(3R)-quinucldinil-3-ilo; en otro aspecto, la preferida es (+)-(2S,3S)-di-O-benzoiltartrato; de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto la preferida es (+)-(25,3S)-di-O-(4-
metilbenzoil)tartrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro
aspecto la preferida es (-)-L-fenilalaninato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)
quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto, la preferida es bencenosulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-2-
carboxilato de (-)-(3R)quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto la preferida es ciclohexanosulfamato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto la preferida es hidrobromuro de
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto la preferida es
naftalen-2-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro
aspecto, la preferida es sebacato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-
ilo; en otro aspecto, la preferida es (+)-canfor-10-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato
de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto, la preferida es p-toluensulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroiso-
quinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto, la preferida es etanosulfonato de (1R)-1-fenil-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo; en otro aspecto, la preferida es metanosul-
fonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo y, en otro aspecto la
preferida es metil fosfato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo.

El 4cido ciclohexanosulfamico se conoce también como acido ciclohexilsulfamico, el acido sebacico se conoce
también como 4acido decanodicarboxilico, el dcido (+)canfor-10-sulfénico se llama también acido (+)-[(1S,4R)-7,7-
dimetil-2-oxibiciclo[2.2.1]heptan-1-il]Jmetanosulfénico, y el 4cdo p-toluensulfénico se conoce también como dcido 4-
metilbencenosulfénico.

Ademds, segtin la invencién, se proporciona también una composicion farmacéutica que comprende, como ingre-
diente activo una o mas sales de adicién de acido del Compuesto A, es decir, (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquino-
lin-2-carboxilato de (-)-3R)-quinuclidin-3-ilo, que es un antagonista de receptor de muscarina M; particular.

En las sales de adiciéon de dcido del Compuesto A de la invencién con un dcido seleccionado del grupo S antes
mencionado mejora la higroscopicidad y la estabilidad a la humedad se potencia mucho en comparacién con el com-
puesto hidrocloruro de Compuesto A conocido. Segtin esto, las sales de la invencién son muy ttiles como farmacos o
ingredientes farmaco.

En particular, como ya es sabido en general, en los farmacos higroscépicamente mejorados o sus ingredientes
farmaco, los problemas en el almacenamiento a una humedad en condiciones de almacenamiento y en el control
de calidad se reducen, y ademds los problemas de variaciones de peso del ingrediente activo en las preparaciones
farmacéuticas durante la produccién de preparaciones sélidas tales como tabletas o cdpsulas se reducen también. Es
decir, es de esperar que las sales de adicion de acido del Compuesto A de la invencion muestren una vida estable en
depésito y facilidad de control de calidad dado que tienen higroscopicidad mejorada, pudiéndose considerar como
compuestos de facil manejo en preparacion farmacéutica y contribuir a proporcionar preparaciones farmacéuticas
mucho mejores con alta calidad.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del hidrocloruro de Compuesto A
conocido.

La Figura 2 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcion de agua del compuesto del Ejemplo 1.
La Figura 3 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 2.
La Figura 4 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 3.
La Figura 5 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 4.
La Figura 6 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 5.
La Figura 7 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 5-1.
La Figura 8 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 6.
La Figura 9 muestra una curva isotérmica de absorcion y desorciéon de agua del compuesto del Ejemplo 7.
La Figura 10 muestra una curva isotérmica de absorcioén y desorcion de agua del compuesto del Ejemplo 8.
La Figura 11 muestra una curva isotérmica de absorcion y desorcién de agua del compuesto del Ejemplo 9.
La Figura 12 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcion de agua del compuesto del Ejemplo 10.
La Figura 13 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcion de agua del compuesto del Ejemplo 11.
La Figura 14 muestra una curva isotérmica de absorcion y desorcion de agua del compuesto del Ejemplo 12.
La Figura 15 muestra una curva isotérmica de absorcion y desorcion de agua del compuesto del Ejemplo 13.
La Figura 16 muestra una curva isotérmica de absorcién y desorcioén de agua en el compuesto del Ejemplo 14.
La Figura 17 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 1.

La Figura 18 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 2.

La Figura 19 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 3.

La Figura 20 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 4.

La Figura 21 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 5.

La Figura 22 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 5-1.

La Figura 23 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 6.

La Figura 24 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 7.

La Figura 25 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 8.

La Figura 26 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 9.

La Figura 27 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 10.

La Figura 28 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 11.

La Figura 29 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 12.

La Figura 30 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 13.

La Figura 31 muestra un modelo de difraccion de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 14.
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El mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

Las sales de adicién de 4cido del Compuesto A de la invencién muestran una estabilidad en un grado suficiente para
su uso en preparaciones farmacéuticas o sus ingredientes farmaco, no tienen higroscopicidad que afecte al uso como
farmacos o ingredientes farmaco, y es de esperar que sean quimicamente estables o estables durante el almacenamien-
to. Por tanto, todas las sales de adicion de 4cido de la invencidn son preferidas como farmacos o ingredientes fairmaco,
en particular como ingredientes farmaco particularmente como ingredientes firmaco para preparaciones sélida.

Meétodo de produccion

Las sales de adicién de acidos del Compuesto A de la invencidn se puede producir siguiendo el método de produc-
cién dado a continuacion.

Se afiade un disolvente a una base libre del Compuesto A en una relacién de 1 ml/g-100 ml/g a Compuesto A, y
se aflade entonces a lo anterior el 4cido utilizado en la formacién de la sal o una solucién que contiene el dcido en el
intervalo de 0,5 a 2,0 equivalentes a Compuesto A, a temperatura ambiente, Cuando existe un material insoluble, se
afiade el mismo disolvente o un disolvente diferente, o se calienta la mezcla para disolver el material insoluble para
dar una solucién, que se deja en agitacidn o se deja reposar a temperatura ambiente o bajo enfriamiento. Cuando queda
alin un material insoluble a pesar de la adicién de disolvente o calentamiento, se puede filtrar la mezcla para separarla
antes de la cristalizacion de la sal. Asi, los cristales resultantes se recogen por filtraciéon y se lavan con un disolvente
adecuado para dar la sal de adicién de 4cido objetivo de Compuesto A, En la operacién de enfriamiento a temperatura
ambiente es eficaz a veces enfriar la mezcla de forma mds gradual o mas rapidamente en lugar de dejarla simplemente
enfriar, con el fin de obtener mejores cristales.

Entre los disolventes que pueden utilizarse en la formacién de la sal antes mencionada se incluyen agua, 4cido acé-
tico, acetona, anisol, 1-butanol, 2-butanol, acetato de n-butilo, éter t-butil metilico, cumeno, dimetilsulfoxido, etanol
(EtOH), acetato de etilo (EtOAc) éter dietilico, formiato de etilo, 4cido férmico, heptano, acetato de isobutilo, acetato
de isopropilo (1-PrOAc), acetato de metilo, 3-metil-1-butanol, metil etil cetona (2-butanona), metil isobutil cetona,
2-metil-1-propanol, pentano, 1-pentanol, 1-propenol, 2-propanol (2-PrOH), acetato de propilo, acetonitrilo, cloro-
benceno, cloroformo, ciclohexano, 1,2-dicloroeteno, diclorometano, 1,2-dimetoxietano, DMF, DMA, 1,4-dioxano, 2-
etoxietanol, etilen glicol, formamida, hexano, metanol, 2-metoxietanol, metil butil cetona, metilciclohexano, N-metil-
pirrolidona, nitrometano, piridina, sulfolano, THF, tetralina, tolueno, 1,1,2-tricloroeteno, xileno, benceno, tetracloruro
de carbono, 1,2-dicloroetano, 1,1-dicloroeteno, 1,1,1-tricloroetano, éter diisopropilico, y similares.

Los cristales resultantes se pueden recristalizar de una manera convencional como sabe cualquier experto en la
técnica para dar cristales mucho mas puros.

Se puede producir una base libre de Compuesto A, que es un material de partida en el método de produccion antes
mencionado, siguiendo el método descrito en el anterior documento de Patente 1, es decir, la Patente europea No. 0
801 067, o método correspondiente o similar, o un método de kis empleados por cualquier especialista en la técnica.

Las sales de adicion de dcido de Compuesto A de la invencién se pueden utilizar como ingredientes foirmaco en
la produccién de preparaciones farmacéuticas por combinacién de una o mds de las sales de adicién de dcido del
Compuesto A de la invencidn con vehiculos farmacéuticos convencionales o diluyentes empleados en esta drea. Las
preparaciones farmacéuticas se pueden producir por el método empleado habitualmente en este campo.

Las preparaciones farmacéuticas que contienen las sales de adicion de 4cido de Compuesto A de la invencién
incluyen preparaciones de administracién oral tales como tabletas, pildoras, cdpsulas, granulos, polvos, liquidos y
soluciones y similares; o preparaciones parenterales tales como inyecciones intra-articulares, intravenosas o intra-
musculares, supositorios, preparaciones liquidas percutdneas, pomadas, varitas transdérmicas, preparaciones liquidas
transmucosales, varitas transmucosales, varitas, inhalaciones y similares. En particular, son ventajosas las preparacio-
nes orales que contienen como ingrediente farmaco una sal de adicién de acido del Compuesto A, tales como tabletas,
pildoras, capsulas, granulos y polvos, como preparaciones sélidas estables.

En las composiciones sélidas para su utilizacién en administracién oral, se pueden mezclar uno o mds de los
ingredientes activos con al menos un diluyente inerte, por ejemplo, lactosa, manita, glucosa, hidroxipropilcelulosa,
celulosa en cristales finos, almidén, polivinilpirrolidona, aluminato metasiliato de magnesio, y similares. Las com-
posiciones pueden contener aditivos distintos que los diluyentes en una forma convencional, por ejemplo, lubricantes
tales como estearato de magnesio, agentes disgregantes tales como glicolato de calcio fibroso, estabilizantes, o agentes
solubilizantes. Las tabletas o pildoras, si se necesita, se pueden recubrir con recubrimiento de azicar o una pelicula
de recubrimiento gastrico o entérico, tal como sacarosa, gelatina, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, y
similares.

Las composiciones liquidas para administracion oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes, elixi-
res, y demds, farmacéuticamente aceptables, que contienen los diluyentes convencionalmente utilizados, por ejemplo
agua purificada o etanol, ademas de diluyentes inertes. Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones pueden
contener también agentes auxiliares tales como agente humectante o agente de suspension, edulcorante, sabor, perfume
0 conservante.
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Las inyecciones para administraciéon parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones estériles acuosas
0 no-acuosas. Las soluciones y suspensiones acuosas incluyen, por ejemplo, agua destilada para inyeccioén y solucién
salina fisiolégica. Las soluciones y suspensiones no acuosas incluyen, por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, alcoholes tales como EtOH, polisorbato 80, y similares. Una composicién
tal puede contener, ademds, un conservante, agente humectante, agente emulsionante, dispersante, estabilizante, agente
solubilizante, y similares. Estos pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracion, a través de un filtro impermeable a
bacterias, mezclando con un bactericida, o por irradiacion. Alternativamente, se pueden hacer en una composicién
solida estéril, que se disuelve en agua estéril o disolvente estéril para inyectar justo antes del uso.

Dado que las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una o mds de las sales de adicién
de 4cido del Compuesto A de la invencion, que son antagonistas a receptor de muscarina M;, como el ingrediente
activo, las composiciones farmacéuticas pueden utilizarse para la terapia o profilaxis de una diversidad de enferme-
dades a las que los receptores de muscarina M; contribuyen o pueden emplearse en procedimientos de diagndstico.
Es decir, las composiciones farmacéuticas de la invencidn, son utiles especificamente como régimen en el tratamiento
de, por ejemplo, urgencia urinaria, frecuencia/polaquiuria, incontinencia urinaria, eneuresis nocturna o vejiga hiper-
refleja causada por enfermedades urinarias, tales como vejiga hiperactiva, vejiga inestable, vejiga neurogénica, cistitis,
etc.: en la terapia o profilaxis de espasmo de vejiga causado por cirugia o catéteres; en el tratamiento de enfermedades
respiratorias, tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquitis crénica, asma y rinitis, en el tratamien-
to de enfermedades digestivas, tales como sindrome de intestino irritable, como relajante utilizado para examen del
tracto digestivo, como agente para mejorar la miopia o para promover midriasis, 0 como agente para tratar o prevenir
la hiperhidrosis.

Ejemplos

La invencion se explicard de manera especifica con los siguientes ejemplos que no han de considerarse como
limitativos de ella ni restrictivos del marco de la invencion.

El andlisis térmico y difractometria de rayos X del polvo se llevaron a cabo segtn los métodos siguientes.

(1) Andlisis térmico
Calorimetria de exploracion diferencial: DSC

Se colocé una muestra (aproximadamente 3 mg) en una cépsula de aluminio hecha a propésito. Se midié de forma
continua el cambio de calor generado entre la muestra y una referencia (capsula de aluminio vacia) y se registré bajo
atmosfera de nitrgeno (50 ml/min) en el intervalo de temperaturas desde temperatura ambiente a 300°C a una veloci-
dad de 10°C/min de temperatura programada ascendente. El aparato con los datos del proceso se hizo funcionar por el
método y procedimiento indicado en cada dispositivo (Aparato: Hi-Res DSC 2910, fabricado por TA Instrument).

Aparato termogravimétrico TGA

Se colocé una muestra (aproximadamente 3 mg) en una cdpsula de aluminio hecha a propésito, y se pes6 la muestra
de forma continua y se registré bajo atmésfera de nitrégeno (100 ml/min) en el intervalo de temperatura desde la
temperatura ambiente a 300°C a una velocidad de 10°C/min de temperatura programada ascendente. El aparato, que
incluia los datos del proceso se hizo funcionar segtin el método y procedimiento indicado en cada dispositivo (Aparato
Hi-Res TGA 2950 fabricado por TA Instrument).

(2) Difractometria de rayos X del polvo

Se colocé una muestra (aproximadamente 10 mg) en un soporte de muestras hecho a propédsito (5 mm de ancho,
18 mm de largo, 0,2 mm de altura), y se obtuvo el modelo de difraccién de rayos X y se registraron los datos segtn las
condiciones siguientes. El aparato que incluia procesado de datos se hizo funcionar segin el método y procedimiento
indicado en cada dispositivo (Aparato MXP18TAHF22, hecho por MAC Science (Bruker en este caso)

Condiciones

Fuente de radiacion de rayos X: Cu; longitud de onda: 1.54056 angstrom, intervalo de medida: 3,00 - 40.00°%
intervalo de toma de muestras: 0,02° velocidad de exploracién: 3,00°/minuto; tensién del tubo: 40 kV; corriente del
tubo: 200 mA, ranura de divergencia: 1,00°% ranura de dispersion: 1,00° ranura receptora 0,15 mm.

Los valores obtenidos de cada espectro a veces dependen en cierto grado de la direccién de crecimiento de los
cristales, tamafio de particula, y las condiciones de medida. Estos valores no deberdn, por tanto, considerarse como
estrictos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 030 T3

Ejemplo 1 de referencia
Preparacion del Compuesto A en estado libre

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el método descrito en la Patente europea No. 0.801.067

Ejemplo 2 de referencia
Preparacion del hidrocloruro del Compuesto A como compuesto de referencia

Se prepar6 el compuesto del titulo siguiendo el método descrito en la Patente europea No. 0.801.067.

Ejemplo 1
Preparacion de (-)-(2S, 3S)-tartrato del Compuesto A

A una solucién de la base libre de Compuesto A (26,0 g) en 260 ml de EtOH se afiadieron 10,8 g de 4cido (-)-
(2S,3S)-tartarico y se calent6 la mezcla hasta disolucién. Después de enfriar a temperatura ambiente, se agito la mezcla
durante 20 horas. Los cristales resultantes se recogieron por filtracion para obtener 30,6 g de cristales blancos. A una
suspension de 1,00 g de los cristales en 10 ml de ETOH se afiadieron 0,4 ml de agua, y la mezcla se calent6 para dar
una solucién. Después de enfriar a temperatura ambiente, se agité la mezcla durante 6 horas. Los cristales resultantes
se recogieron por filtracién para dar 871mg del titulo como cristales blancos.

I_-RMN (DMSO-ds, 25,9°C)

1,40-1,98(4H, m), 2,00-2,25(1H, m), 270-3,20(7H, m), 3,33-3,53(2H, m), 3,83-3,94 (1H, m), 3,99(2H, s), 4,85
(1H, s ancho), 6,25(1H, s ancho), 7,08-7.37 (9H, m)

Temperatura en lo alto del pico de la endoterma en la DSC: 194°C.

La Figura 17 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 1.

Ejemplo 2
Preparacion de (+)-(28,3S)-di-O-benzoiltartrato

A una solucidén de base libre del compuesto A (180 mg) en 1,8 ml de EtOH se afiadieron 180 mg de 4cido (+)-
(2S,3S)-di-O-benzoiltartdrico y se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 12 horas. Se recogieron los cristales
resultantes por filtracion, se lavaron con EtOH y se secaron a presién reducida para dar 284 mg del compuesto del
titulo como cristales blancos.

'"H-RMN (DMSO-d,, 70°C)

1,52-1,90(4H, m), 2,16(1H, s ancho), 2,76-3,16(7H, m), 3,37-3,56(2H, m), 3,89(1H, dt, J=13,2, 5,4 Hz), 4,85-4,92
(1H, m), 5,68(2H, s), 6,23(1H, s), 7,11-7,33 (9H, m), 7,43-7,55(4H, m), 7,57-7,63(2H, m), 7,90-7,96 (4H, m)

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 159°C

La Figura 18 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 2.

Ejemplo 3
Preparacion de (+)-(28,3S)-di-O-(4-metilbenzoil )tartrato de Compuesto A

A una solucién de base libre del Compuesto A (1,00 g) en 20 ml de EtOH se afiadieron 1,12 g de 4cido (+)-(25,35)-
di-O-(4-metilbenzoil)tartdrico, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 22 horas. El precipitado resultante
se recogid por filtracién para dar 1,60 g del compuesto del titulo como cristales blancos,

"H-RMN(DMSO-ds, 70°C)
1,53-1,88 (4H, m), 2,15 (1H, s ancho), 2,32-2,38 (6H, m), 2,76-3,16 (7H, m), 3,42 (1Hm ddd, J=13.6, 8.8, 5, 2

Hz), 3,50 (1H, dd, J=14.4, 8,8 Hz), 3,90 (1H, dt, J=13.2, 5,2Hz), 4,88(1H, dt, J=8.8, 4,4Hz), 5,64 (2H, s), 6,23 (1H,
s), 7,11-7,34 (13H, m), 7,77-7,84 (4H, m).
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La temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 160°C.

La Figura 19 muestra un modelo de difraccién de rayos X del compuesto del Ejemplo 3.

Ejemplo 4
Preparacion de (-)-L-fenilalaninato del Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (1,13 g) en 11,25 ml de EtOH se afiadieron 515 mg de (-)-L-
fenilalanina y 4,5 ml de agua, y la mezcla se calentd hasta disolucién. Se agit6 entonces la mezcla a temperatura
ambiente durante 10 horas. Se recogieron los cristales resultantes por filtracion, se lavaron con una mezcla de agua-
EtOH y se secaron a presion reducida para dar 1,12 g del compuesto del titulo como cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-dg, 70,0°C)

1,20-1,36 (1H, m), 1,41-1,7(3H, m), 1,86-1,95 (1H, m), 2,50-2,95 (8H, m), 3,03-3,17(2H, m), 3,33-3,47 (2H, m),
3,84-3,95 (1H, m), 4.60-4,71 (1H, m), 6,23(1H, s), 7,11-7,33 (14H, m)

La temperatura de lo alto del pico de la endoterma en DSC: 118°C y 235°C

La Figura 20 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 4.

Ejemplo 5
Preparacion de bencenosulfonato de Compuesto A (1)

A una solucién de base libre de Compuesto A (2,69 g) en 40 ml de EtOAc, se afiadieron 1,31 g de 4cido bence-
nosulfénico monohidratado, y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora. El precipitado resultante se
recogié por filtracién. A una suspension del precipitado en 30 ml de 2-butanona se afiadieron 0,35 ml de agua. La
mezcla resultante se calent hasta disolverse. Después de enfriar a temperatura ambiente, se agité la mezcla durante
60 horas. Los cristales resultantes se recogieron por filtracién para dar 2,49 g del compuesto del titulo como cristales
blancos.

"H-RMN (DMSO-d¢, 70°C)

1,65-1,99 (4H, m), 2,23 (1H, s ancho), 2,77-2,96 (2H, m), 3,06-3,32(5H, m), 3,44(1H, ddd, J= 13,6, 8,4, 5,2Hz),
3,66 (1H, dd, J = 13,6, 8,4 Hz), 3,91 (1H, dt, J = 12,8, 5,6 Hz), 4,97(1H, dt, ] = 8.4, 4,4 Hz), 6,25 (1H, s), 7,11-7,35
(12H, m), 7,59-7,64(2H, m), 9,39 (1H, s ancho)

Temperatura de lo alto del pico de la endoterma en DSC: 178°C

La Figura 21 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 5.

Ejemplo 5-1

Preparacion de bencenosulfonato del Compuesto A (2)

A una solucién de base libre de compuesto A (7,00 g) en 70 ml de acetona, se afladieron 3,40 g de 4cido benceno-
sulfénico monohidratado y 70 ml de éter terc-butil metilico, y la mezcla se agité con agitador mecdanico a temperatura
ambiente durante 9 horas. Se recogi6 el precipitado resultante por filtracién para obtener 8,10 g del compuesto del
titulo en forma de cristales blancos,

El espectro 'H-RMN del producto era idéntico al del Ejemplo 5, pero la DSC y el modelo de difraccién de rayos
X del polvo sugerian que los productos del Ejemplo 5 y Ejemplo 5-1 mostraban polimorfismo cristalino.

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 170°C.

La Figura 22 muestra un modelo de difraccién de rayos X del compuesto en el Ejemplo 5-1.
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Ejemplo 6
Preparacion de ciclohexanosulfamato de Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (500 mg) en 5 ml de 2-PrOH se afiadieron 494 mg de 4cido ci-
clohexanosulfamico y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 13 horas. Los precipitados resultantes se
recogieron por filtracién para dar 550 mg del compuesto del titulo como cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-d,: 70°C)

1,00-1,35 (1 OH, m), 1,46-2,08 (14H, m), 2,23 (1H, s ancho), 2,77-3,30 (11 H, m), 3,44 (1H, d dd, J = 13,6, 8,8,
5,2 Hz), 3,64 (1H, dd, J = 13,8. 8,8 Hz), 3,91 (1H, dt, J = 12,8, 5,6 Hz), 4,96 (1H, dt, J =8.4, 4,4 Hz), 6,25 (1H, s),
7,10-7,36 (9H, m)

Temperatura de la parte alta del pico de endoterma en DSC: 127 y 170°C.

La Figura 23 muestra un modelo de difraccion de rayos X de polvo del compuesto del Ejemplo 6.

Ejemplo 7
Preparacion de hidrobromuro de Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (200 mg) en 1,0 ml de EtOH se afadieron 95 mg de dcido brom-
hidrico al 47%. A la mezcla de reaccidn, se afladieron 1,1 ml de éter diisopropilico, agitando al mismo tiempo, y la
mezcla resultante se agité a 5°C durante 18 horas. Los precipitados obtenidos se recogieron por filtracién para dar 165
mg del compuesto del titulo en forma de cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-ds: 70°C)

1,65-1,98 (4H, m), 2,24(1H, s ancho), 2,77-2,97 (2H, m), 3,05-3,35 (SH. m), 3,45 (1H, ddd, J=13,6, 8,8, 5,2 Hz),
3,65 (1H, dd, J=13,2, 8,4Hz), 3,91 (1H, dtJ=12,8, 5,6 Hz), 4,97 (1H, dt, J= 8,8, 4,4 Hz), 6,26 (1H, s), 7,11-7,35 (9H,
m), 9,68 (1H, s ancho)

Analisis elemental:

Calculado para CsHyN,O,.HBr:  C, 62,31, H, 6,14, N, 6,32, Br, 18,02
Encontrado: C,62,04, H,6,10, N,6,04, Br 17,73

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 199°C

La Figura 24 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 7.

Ejemplo 8
Preparacion de naftalen-2-sulfonato del Compuesto A

A una solucién de base libre del Compuesto A (100 mg) en 1,0 ml de EtOH se afadieron 65 mg de dcido naftaleno-
2-sulfénico hidratado y la mezcla se agité durante 26 horas. Los cristales resultantes se recogieron por filtracién para
dar 79 mg del compuesto del titulo en forma de cristales ligeramente grises.

"H-RMN (DMSO-d¢: 70°C)

1,65-2,00 (4H, m), 2,24(1H, s ancho), 2,77-2,97 (2H, m), 3,05-3,32 (5H. m), 3,45 (1H, ddd, J=14,0, 9,2, 5,2 Hz),
3,65 (1H, dd, J=14,0, 8,8Hz), 3,90 (1H, dt, J=12,8, 5,6 Hz), 4,97 (1H, dt, J= 8,8, 4,4 Hz), 6,25 (1H, s), 7,12-7,34 (9H,
m), 7,49 (2H, dt J=10,4, 4,0 Hz), 7,74 (1H, dd, J=8,4, 1,6Hz), 7,82 (1H, d, J=8,0Hz), 7,85-7,95 (2H, m), 8,14 (1H, s),
9,35 (1H, s ancho)

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 178°C

La Figura 25 muestra un modelo de difraccién de rayos X del compuesto del Ejemplo 8.
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Ejemplo 9
Preparacion de sebacato del Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (300 mg) en 1,0 ml de EtOH se afiadieron 171 mg de dcido sebécico
y la mezcla se agité durante 3 horas. Los cristales resultantes se recogieron por filtracién y se lavaron con etanol para
dar 165 mg del compuesto del titulo.

"H-RMN (DMSO-d,: 26,1°C)

1,16-2,00 (17H, m), 2,17(4H, t,J =7,2), 2,50-2,97 (7TH, m), 3,02-3,08 (1H, m), 3,28-3,50 (1H, m), 3,78-3,98 (1H,
m), 4,65 (1H, s ancho), 6,24 (1H, s ancho), 7,12-7,26 (10 H, m).

Temperatura del alto del pico de la endoterma de 1la DSC: 127°C

La Figura 26 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 9.

Ejemplo 10
Preparacion de (+)-canfor-10-sulfonato de Compuesto A

A una solucién de base libre del Compuesto A (200 mg) en 2,0 ml de acetona se afiadieron 138 mg de acido
(+)-canfor-10-sulfénico y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 5 horas. Los precipitados resultantes se
recogieron por filtracion para dar 191 mg del compuesto del titulo en forma de cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-dg: 70°C)

0,76 (3H, s), 1,08(3H, s), 1,20-1,33 (2H, m), 1,65-1,98 (7H. m), 2,18-2,28(2H, m), 2,37-2,42 (1H, m), 2,65-2,97
(4H, m), 3,05-3,31 (5H, m). 3,44 (1H, ddd, J = 13,6-8,8, 4,8 Hz), 3,65 (1H, dd, J = 13,6, 8,4 Hz), 3,91 (1H, dt, J=13,2,
5,6 Hz), 4,97 (1H, dt, J=8,8, 4,4Hz), 6,25 (1H, s), 7,11-7,35 (9H, m), 9,44 (1H, s ancho).

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 198°C

La Figura 27 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 10.

Ejemplo 11
Preparacion de p-toluensulfonato de Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (200 mg) en una mezcla de 1,5 ml de acetona y 9,5 ml de éter
terc-butil metilico se anadieron 105 mg de monohidrato de 4cido p-toluensulfénico y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 17 horas. Se recogi6 el precipitado resultante por filtracién para dar 83 mg del compuesto del titulo
como cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-dg: 26,1°C)

1,65-2,00 (4H, m), 2,24(1H, s ancho), 2,28 (3H, s), 2,76-2,96 (2H, m), 3,05-3,30 (5H, m), 3,4 4 (1H, ddd, J = 13,6,
8,0, 5,0Hz), 3,65 (1H, dd, J = 13,6, 8,0 Hz), 3,91 (1H, dt, J = 12,8, 5,6 Hz), 4,97(1H, dt, ] = 8,4, 4,4 Hz), 6,25 (1H, s),
7,09 (2H, d, J=7,6 Hz), 7,11-7,35 (9H, m), 7,47 - 7,52 (2H, m), 9,38 (1H, s ancho)

Temperatura del alto del pico de la endoterma de 1la DSC: 150°C

La Figura 28 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 11.

Ejemplo 12
Preparacion de etanosulfonato de Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (100 mg) en 1,0 ml de 2-butanona se afiadieron 31 mg de 4cido
etanosulfénico y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 6,5 horas. Se recogié el precipitado resultante por

filtracion para dar 95 mg del compuesto del titulo como cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-dg: 70°C)

10
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1,07 (3H, t, J=7,6 Hz), 1,62-2,10(4H, m), 2,24 (1H, s ancho), 239 (2H, q, J = 7,6 Hz), 2,76-2,96 (2H, m), 3,08-
3,32 (5H, m), 3,44 (1H, ddd, J = 13,6, 8,8, 4,8 Hz), 3,65 (1H, dd, J = 13,6, 8,8 Hz), 3,91(1H, dt, ] = 12,4, 5,2 Hz), 4
92-5.02 (1H, m), 6,25 (1H, m), 6,25 (1H, s), 7,10-7.35 (9H, m), 9,51 (1H, s ancho)

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 233°C

La Figura 29 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 12.

Ejemplo 13
Preparacion de metanosulfonato de Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (200 mg) en 1,0 ml de 2-butanona se afiadié una solucién de 53
mg de dcido metanosulfénico en 1,0 ml de iPrOAc y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 0,5 horas. Se
recogio el precipitado resultante por filtracién para dar 187 mg del compuesto del titulo como cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-dg: 70°C)

1,62-2,02(4H, m), 2,24 (1H, s ancho), 2,30 (3H, s), 2,76-2,96 (2H, m), 3,00, 3,34 (5H, m), 3,4 4 (1H, ddd, J = 13,6,
8,8, 4,8 Hz), 3,65 (1H, dd, J = 13,6, 8,6 Hz), 3,91(1H, dt, J = 13,2, 5,2 Hz), 4 90-5.40 (1H, m), 6,25 (1H, m), 7,08-
7.36 (9H, m), 9,37 (1H, s ancho)

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 178°C

La Figura 30 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 13.

Ejemplo 14
Preparacion de metil fosfato de Compuesto A

A una solucién de base libre de Compuesto A (200 mg) en 2,0 ml de EtOAc y 0,5 ml de 2-butanona se afiadieron
98 mg de fosfato de metilo y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 22 horas. Se recogi6 el precipitado
resultante por filtracién para dar 124 mg del compuesto del titulo como cristales blancos.

"H-RMN (DMSO-dg: 70°C)

1,43-1,54(1H, m), 1,57-1,81 (3H, m), 2,01-2,10 (1H, m), 2,77-2,99 (7H, m), 3,29-3,46(2H, m), 3,42 (3H, d, J =
10,8 Hz), 3.90 (1H, dt, J = 13,2, 5,6 Hz), 4,76-4,84 (1H, m), 6,24 (1H, s), 7,12-7,33(9H, m)

Temperatura del alto del pico de la endoterma en DSC: 185°C

La Figura 31 muestra un modelo de difraccién de rayos X del polvo del compuesto del Ejemplo 14.

El efecto de la sal de adicién de dcido de Compuesto A de la invencién se confirmé con los siguientes Ejemplos
de ensayo.
Ejemplo de ensayo 1
Evaluacion de la higroscopicidad

Se coloc6 una muestra (aproximadamente 5 mg) en un soporte de cuarzo hecho a propésito, y el peso de muestra
se determind a la respectiva humedad de manera continua y se registré en las siguientes condiciones. El aparato
que incluia procesado de datos se hizo funcionar siguiendo el método y procedimiento indicado en cada disposiivo.
(Aparato: dispositivo de medida de la adsorcién dindmica de vapor DVS Advantage, fabricado por SMS).
Condiciones

Temperatura de medida: 25°C; no se midi6 antes de secar; humedad al principio: 5% HR, humedad méxima: 95%
de humedad relativa al final de la etapa de HR de 5%: 5% HR; patr6n de equilibrio: 0,03% en peso en 5 minutos;

tiempo médximo de equilibrado; 180 minutos, intervalo de toma de muestras: 20 segundos; intervalo de registro de
datos: 1 minuto.
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intervalo de condiciones de medida se muestra en la Tabla 1.

El cambio de peso dentro del

TABLA 1
Compuesto Cambio de Compuesto Cambio de
ensayado peso (%) ensayado peso (%)
Ejemplo 1 <1 Ejemplo 8 <4
Ejemplo 2 <1 Ejemplo 9 <1
Ejemplo 3 <1 Ejemplo 10 <2
Ejemplo 4 <2 Ejemplo 11 <6
Ejemplo 5 <1 Ejemplo 12 <5
Ejemplo 5-1 <1 Ejemplo 13 <25
Ejemplo 6 <3 Ejemplo 14 <11
Ejemplo 7 <4 Ejemplo 2 de > 35
referencia (delicuescente)

Como se muestra en la Figura 1 y en la Tabla 1, el hidrocloruro del Compuesto, que es un compuesto conocido,
comenzo6 rdpidamente a captar humedad a aproximadamente 65% de humedad relativa y la absorcién de humedad se
reconocid en la ganancia de peso de 15% o mds a 75% o mas de humedad relativa. El cambio de peso excedi6 el 35%
dentro del intervalo de condiciones de medida, es decir, 5-95% de humedad relativa, y este cambio iba acompafiado de
delicuscencia. Por otra parte se confirmd, como se muestra en la Figura 2 a Figura 16 y Tabla 1, que las sales de adicién
de 4cido del Compuesto A de la invencién tenian higroscopicidad mejorada en comparacién con el hidrocloruro del
Compuesto A conocido y tenian propiedades mucho mejores como farmacos o ingredientes de farmacos.

Ejemplo 2 de ensayo
Evaluacion de estabilidad (1)

Se pesé una muestra (aproximadamente 0,5 mg) en un vial de vidrio y se aplic6 a un ensayo de degradacién forzada
en las siguientes condiciones de almacenamiento.

Condicién 1: 120°C-cerrado herméticamente - 24 horas

Condicién 2: 25°C - humedad relativa 93% - abierto - 5 dfas

Condicidn 3 - 25°C - irradiado con NUV (rayos ultravioletas cercanos)- cerrado herméticamente - 5 dias

Se disolvi6 una muestra, después del almacenamiento, en 1 ml de MeOH y se utilizé en una solucién de muestra.
La solucién de muestra se diluy6 100 veces con MeOH vy se utiliz6 como solucién patrén. Las impurezas contenidas
en la solucién de muestra se analizaron cuantitativamente utilizando la solucién patrén. En esta determinacién, el
aparato que incluia procesado de datos se hizo trabajar segtin el método y procedimiento indicado en cada dispositivo.

(Aparato: LC-MSD serie 1100, fabricado por Agilent).

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 2.
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TABLA 2
Impurezas antes del | Cambio de la cantidad de impurezas
almacenamiento antes del almacenamiento (%)
Condicién 1 | Condicién 2 | Condicién 3

Ejemplo 1 1,5 0,2 -0,1 -0,3
Ejempio 2 0,0 0,2 0,1 0,0
Ejemplo 3 0,0 23 0,1 0,0
Ejemplo 4 1,9 50,8 0,3 -0,3
Ejemplo 5 1,6 0,3 0,1 -0,1
Ejemplo 5-1 1,8 -0,1 0,0 0,2
Ejemplo 6 1,4 8,1 0,0 0,1
Ejemplo 7 0,5 -0,2 0,2 0,3
Ejemplo 8 2,0 1,3 0,2 26
Ejemplo 9 3,7 -0,3 0,2 -0,8
Ejemplo 10 0,9 0,0 0,0 0,0
Ejemplo 11 0,5 -0,1 0,1 0,0
Ejemplo 12 1,4 -0,2 -0,1 -0,1
Ejemplo 2 de 0,1 0,2 3,8 2,0
referencia

Ejemplo 3 de ensayo
Evaluacion de la estabilidad (2)

Se pesd una muestra (aproximadamente 5 mg) en un matraz de medida de vidrio de 10 ml y se aplic6 a un ensayo
de tensién en las condiciones de almacenamiento.

Condicién 1: 5°C - protegido de la luz - cerrado herméticamente

Condicién 2: 40°C- humedad relativa 75% - abierto

Condicién 3: 60° C- protegido de la luz - herméticamente cerrado

Condicién 4: 80°C - protegido de la luz - cerrado herméticamente

Condicién 5: 25°C - D65 (1000 lux) - herméticamente cerrado

Estabilidad quimica. Después del almacenamiento. Se coloc6 MeOH en el matraz de medida que contenia la
muestra hasta el nivel de la linea marcada, y la solucién resultante se utiliz6 como solucién de muestra. La solucién
de muestra se diluyé 100 veces con MeOH para preparar una solucién patrén, que se utiliz6 en la determinacion de
las impurezas contenidas en la solucién de muestra. La deteccién de las impurezas se llevé a cabo por UV a 210
nm. El aparato que incluia procesado de datos se hizo funcionar segiin el método y procedimiento indicado en cada

dispositivo (Aparato: LC-MSD serie 1100, fabricado por Agilent).

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 3.
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TABLA 3
Condicidon de ensayo Plazo Impurezas (%)
Ejemplo 1 |Ejemplo 2 de referencia

Condicién 1 2 semanas 0.00 0,25

1 mes 0,00 0,21

2 meses 0,00 0,18
Condicién 2 2 semanas 0,00 8,72

1 mes 0,00 8,19

2 meses 0,00 9,20
Condicién 3 2 semanas 0,00 0,34

1 mes 0,00 0,22

2 meses 0,00 0,24
Condicién 4 2 meses 0,00 0,43

1 mes 0,00 0,39

2 meses 0,00 0,47
Condicién 5 2 semanas 0,00 1,73

1 mes 0,00 2,38

2 meses 0,00 3,68

Como se muestra en la Tabla 2 y en la Tabla 3, se ha encontrado que las impurezas se incrementan durante el
almacenado en el hidrocloruro del Compuesto A que era un compuesto conocido. En particular, queda claro que
el hidrocloruro del Compuesto A no es tan estable frente a la humedad (Condicién 2 en el Ejemplo de ensayo 2 y
Condicién 2 en el Ejemplo de ensayo 3) y a la luz (Condicién 3 en el Ejemplo de ensayo 2 y Condicién 5 en el Ejemplo
de ensayo 3). Por otra parte, como se muestra en la Tabla 2 y Tabla 3, se confirmé que las sales de adicion de 4cido de
la invencion no mostraban apenas incremento de impurezas, indicando con ello que eran quimica y fisicamente muy
estables en comparacién con el hidrocloruro del Compuesto A conocido y que tienen mucho mejores propiedades
que los farmacos o ingrediente de firmaco. Se relacioné la razén del incremento de impurezas reconocido en los
compuestos del Ejemplo 4 y Ejemplo 6 con los puntos de fusién algo bajos de estos compuestos, que fundian en la
Condicién 1 del Ejemplo de ensayo 2 (ensayo de estabilidad al calor) o la condicién mantenida estaba cerca del punto
de fusioén.

Ejemplo de ensayo 4
Afinidad funcional estimada para receptores de muscarina M en vejigas

Segtin un método como el descrito por Ikeda y col. (2002, Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology,
vol. 366, p.97-103), se determinaron las estimaciones de afinidad funcional del compuesto de ensayo para receptores
muscarinicos Mj; utilizando cambios en Ca?* intracelular. A continuacién se escribe el método de manera abreviada.

Se aislaron células de musculo liso de vejigas de cobayas cuya epidermis habia siso eliminada, se cargaron con tinte
fluorescente sensible al calcio Fura2 y se suspendieron en solucidon tampoén de Hanks libre de rojo fenol suplementada
con HEPES 20 mM (pH 7,4) y albimina de suero bovino al 0,1%. Se agité continuamente una parte alicuota de
suspension celular (490 ul), se mantuvo a 28°C y se hizo el seguimiento para un relacién de fluorescencia (500 nm) a
excitacién de 340 nm a la de excitacién de 380 nm, A cada parte alicuota, se afiadieron en serie 5 ul de soluciones de
compuesto de ensayo y carbacol a intervalos de 2 minutos, y el incremento del pico en la relacién por encima del nivel
justo antes de la estimulacidn se utiliz6 en andlisis de datos. La concentracién requerida para estimulacién del 50% o
inhibicién del 50%, es decir ECs, 0 ICs, se obtuvo por obtencién de un diagrama de curva sigmoidal, se convirtieron
entonces los valores ICs, del compuesto de ensayo en valores Ki basados en el valor ECs, de carbacol utilizando la
ecuacion de Cheng-Prusoff.
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La Tabla 4 muestra los resultados.

TABLA 4
Compuesto ensayado ICso (ng/ml) Ki (nM)
Ejemplo 1 2,4+075 0,68 + 0,21
Ejemplo 2 3,2+0,97 0,82 +0,16
Ejemplo 3 38+12 0,69 +0,19
Ejemplo 4 2,5+0,044 0,66 + 0,046
Ejemplo 5 1,8+0,79 0,47 £0,12
Ejemplo 6 43+1,2 0,84 +£0,10
Ejemplo 7 1,8 £0,49 0,66 £0,28
Ejemplo 8 23+0,87 0,55+0,12
Ejemplo 9 2,2+0,33 0,56 £ 0,48
Ejemplo 10 2,6 +042 065+0,12
Ejemplo 11 2,2+0,87 0,52 +0,13
Ejemplo 12 1,9+0,30 0,54 £ 0,055

Como se ha mostrado antes, las sales de adicion de dcido del Compuesto A de la presente invencién han demostrado
tener afinidad para receptores de muscarina M; suficiente para su utilizacién en medicina.

Ejemplo de ensayo 5
Efectos inhibidores sobre contraccion de vejiga evocada por carbacol en ratones anestesiados

A continuacidn se describe el método para determinacién de efectos inhibidores de los compuestos de ensayo sobre
la contraccidn de vejiga.

Se anestesiaron ratones hembra de 30 a 35 g de peso con una dosis sub-letal (75 mg/kg, i.v.) de pentobarbital sodio
y se colocaron en posicién supina en una almohadilla caliente para mantener la temperatura del cuerpo. Se encanul6 un
catéter de polietileno (PE 10) a la vejiga a través de la uretra y se asegurd por sutura con cordén en la abertura externa
de la uretra. Se insert6 otro catéter en la vena femoral para inyecciones de soluciones de firmaco en un volumen de 3
ml. El catéter de la vejiga se conectd a un transductor de presion a través de una vélvula de llave de tres pasos. Se vacié
la vejiga por drenado de la orina a través del catéter y después se distendié con aproximadamente 100 w1 de solucién
salina fisioldgica, y se midi6 la presién intravesical.

Después de la estabilizacién de la presion intravesical, se administré el agonista muscarinico carbacol (10 ug/kg)
repetidamente con intervalos de 15 minutos o mas. Por este medio, las contracciones de la vejiga tenfan lugar de
manera reproducible a lo largo de 2 horas sin deterioro de condiciones fisicas. Después de obtener tres respuestas
al carbacol, a la inyeccién del compuesto de ensayo siguidé la administracion de carbacol 10 minutos mds tarde y
este procedimiento se repitié con dosis crecientes del compuesto de ensayo. Se obtuvo, en cuatro o cinco ratones por
compuesto de ensayo, el porcentaje de inhibicién de media de respuestas de fairmaco anteriores y se estimé la dosis
de compuesto de ensayo requerida para 50% de inhibicién (IDs,) por andlisis de regresion lineal. Los ratones que
mostraban constriccién ritmica de vejiga no se utilizaron para el andlisis de datos.

Se obtuvieron los siguientes valores de IDsy: 0,079 mg/kg para el Ejemplo 1, 0,090 mg/kg para el Ejemplo 4, 0,059
mg/kg para el Ejemplo 5, 0,050 mg/kg para el Ejemplo 7, y 0,057 mg/kg para el Ejemplo 8.

El resultado sugiere claramente que las sales de adicién de 4dcido del Compuesto A de la presente invencidn tienen
efectos inhibidores sobre la contraccién de la vejiga inducidos por el agonista muscarinico carbacol.
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REIVINDICACIONES

1. Una sal de adicién de 4cido segun la reivindicacién 1, donde la sal es (1R)-1-(fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina-
2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo con un 4cido seleccionado del grupo S consistente en

acido (-)-(2S,3S)-tartarico,
acido (+)-(2S,3S)-di-O-benzoiltartarico,
acido (+)-(2S,3S)-di-O-(4-metilbenzoil)tartarico, (.)-L-fenilalanina, dcido bencenosulfénico, acido ciclohexano-

sulfamico, dcido bromhidrico, dcido naftalen-2-sulfénico, dcido sebécico, 4cido (+)canfor-10-sulfénico, acido p-to-
luensulfénico, dcido etanosulfénico, dcido metanosulfénico y fosfato de metilo.

2. La sal de adicién de dcido segun la reivindicacién 1 donde la sal es (-)-(2S,3S)-tartrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

3. La sal de adicién de dcido segin la reivindicacion 1 donde la sal es (+)-(25,3S)-di-O-benzoiltartrato de (1R)-1-
fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

4. La sal de adicién de 4cido segtn la reivindicacién 1 donde la sal es (+)-(25,3S)-di-O-(4-metilbenzoil)tartrato de
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

5. La sal de adicién de 4cido segun la reivindicacién 1 donde la sal es (-)-L-fenilalaninato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

6. La sal de adicion de 4cido segun la reivindicacién 1 donde la sal es bencenosulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

7. La sal de adicién de 4cido segtn la reivindicacién 1 donde la sal es ciclohexanosulfamato de (1R)-1-(fenil-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

8. La sal de adicién de 4cido segin la reivindicacién 1 donde la sal es hidrobromuro de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

9. La sal de adicién de 4cido segtn la reivindicacion 1 donde la sal es naftalen-2-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

10. La sal de adicién de 4cido segun la reivindicacion 1 donde la sal es sebacato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidro-
quinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

11. La sal de adicion de 4cido segun la reivindicacién 1 donde la sal es (+)-canfor-10-sulfonato de (1R)-1-fenil-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

12. La sal de adicién de 4dcido segun la reivindicacién 1 donde la sal es p-toluensulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

13. La sal de adicién de dcido segtin la reivindicacién 1 donde la sal es etanosulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

14. La sal de adicién de dcido segtn la reivindicacién 1 donde la sal es (+)-metanosulfonato de (1R)-1-fenil-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

15. La sal de adicién de dcido segiin la reivindicacion 1 donde la sal es metil.fosfato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

16. Una composicién farmacéutica que comprende uno o mds compuestos mencionados en la reivindicaciéon 1
como ingrediente activo.

60

65
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