ES 2811098 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 811 098
GDint. Ci.;

CO07D 405/14 (2006.01)
A61K 31/506 (2006.01)
A61P 29/00 (2006.01)
A61K 31/4545  (2006.01)
A61K 31/351 (2006.01)
A61K 31/166 (2006.01)
CO07D 201/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 01.07.2016 ~ PCT/US2016/040728

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea

05.01.2017 WO17004537
01.07.2016 E 16818898 (5)

:13.05.2020 EP 3317270

Tl’tulo: Citrato de (4-((3r,4r)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2r, 6s)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2hpirano-2-il) metilamino)pirimidin-4il) metanona

Prioridad:

02.07.2015 EP 15175066

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
10.03.2021

@ Titular/es:

CENTREXION THERAPEUTICS CORPORATION
(100.0%)

509 South Exeter Street, Suite 202

Baltimore, MD 21202, US

@ Inventor/es:

OSTERMEIER, MARKUS;
WERTHMANN, ULRIKE;
EBEL, HEINER,;

FRATTINI, SARA,;
GIOVANNINI, RICCARDO y
SCHEURER, STEFAN

Agente/Representante:
SANCHEZ SILVA, Jesus Eladio

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811098 T3

DESCRIPCION

Citrato de (4-((3r,4r)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2r, 6s)-6-(p-tolil)tetrahidro-2h-
pirano-2-il) metilamino)pirimidin-4il) metanona

Campo de la invencion

La presente invencién proporciona la sal de citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-
metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona y un proceso para fabricarla.
La presente invencion también proporciona la misma sal de citrato para usar en el tratamiento de afecciones médicas,
tales como dolor musculoesquelético agudo y crénico de leve a moderado, dolor lumbar, dolor lumbar crénico, dolor
relacionado con artritis reumatoide, dolor de hombro, dolor dental, signos y sintomas de la osteoartritis, osteoartritis
de la rodilla, osteoartritis de la cadera, osteoartritis de la mano, dolor asociado con la osteoartritis, dolor por cancer,
polineuropatia diabética, dolor visceral, dolor agudo, nefropatia diabética, dolor neuropatico, asi como también a una
composicion farmacéutica que comprende la misma sal.

Antecedentes
El documento WO 2011/073154 describe una serie de tetrahidropiranil-metil-amino-(hetero)aril-amidas sin revelar

ninguna forma especifica de sal o cristal de los compuestos ejemplificados en el mismo. Entre otros, el documento
WO 2011/073154 describe el compuesto |
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Los compuestos descritos en el documento WO 2011/073154 son potentes antagonistas del CCR2. Sin embargo, para
demostrar que puede desarrollarse para usar como medicamento en un ser humano, una sustancia farmacoldégica y
su forma solida deben, ademas de las propiedades farmacocinéticas y farmacoldgicas in vitro e in vivo y el perfil de
seguridad, cumplir una serie de criterios con respecto a los requisitos de quimica, fabricacion y controles (CMC) tales
como caracteristicas de la forma sélida, la pureza, los tiempos de secado, la capacidad de filtracion, la estabilidad, la
estabilidad térmica, la higroscopicidad, la reproducibilidad y otras propiedades fisicoquimicas, que incluye la solubilidad
y la velocidad de disolucion intrinseca.

Uno de los mayores desafios en el curso del desarrollo de un producto farmacolégico para uso médico en humanos
es identificar una sustancia farmacoldgica que sea potente, eficaz, cumpla con los requisitos de seguridad y, al mismo
tiempo, tenga una forma sélida adecuada para el desarrollo farmacolégico humano, es decir, que cumpla todos los
criterios mencionados anteriormente de forma acumulativa. Esto se debe a que todas y cada una de sus formas sdélidas,
sus sales y sus formas polimorficas tienen propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas que son tan imprevisibles
como inesperadas.

Ademas, debido a la naturaleza impredecible e inesperada de las formas solidas, salinas y polimérficas, no hay
orientacion genérica ni especifica para la persona experta sobre como disefiar una forma sélida con las caracteristicas
deseadas. Por lo tanto, una investigacion y experimentacion extensa y creativa es esencial para llegar a la forma sélida
especifica de una sustancia farmacoldgica seleccionada que cumpla con todos los requisitos. La optimizacién de un
parametro crucial resulta frecuentemente en el deterioro de otro u otros parametro(s).

Resumen

La presente invencion se presenta en las reivindicaciones adjuntas. El problema técnico objetivo que subyace en la
presente invenciéon es proporcionar una sustancia farmacoldgica con actividad antagonista del CCR2 que pueda
desarrollarse para usar como medicamento en humanos, es decir, donde:

a) la sustancia farmacoldgica se caracteriza por una alta potencia farmacolégica, eficacia, farmacocinética in vitro
e in vivo y propiedades de seguridad necesarias; y

b) La sustancia farmacolégica y su forma soélida cumplen una serie de criterios con respecto a los requisitos de
quimica, fabricacion y controles (CMC), tales como las caracteristicas de la forma sélida, la pureza, los tiempos de
secado, la capacidad de filtracion, la estabilidad, la estabilidad térmica, la higroscopicidad, la reproducibilidad y
propiedades fisicoquimicas adicionales que incluyen la solubilidad y la velocidad de disolucién intrinseca.

Sorprendentemente, se ha descubierto que el compuesto | cumple con la mayoria de los criterios requeridos
mencionados anteriormente para usar como medicamento en humanos como se ha demostrado (ver los datos
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biolégicos mas abajo). Estos parametros incluyen la unién a proteinas del plasma (relevante para farmacocinética y
farmacodinamica), la estabilidad metabdlica in vitro (relevante para farmacocinética), la farmacocinética y las
propiedades de seguridad (hERG, relevante para seguridad cardiovascular y fosfolipidosis inducida por farmacos).

Sin embargo, la base libre del compuesto | resulté ser un material amorfo que estaba en un estado metaestable y, por
lo tanto, sujeto a metamorfosis. No era adecuado como sustancia farmacolégica para el desarrollo porque no cumplia
el requisito de poder fabricarse de forma reproducible.

Los intentos de obtener el compuesto | en forma cristalina a partir de soluciones en todos los solventes usados
comunmente tales como etanol, etanol/agua, 2-propanol, 2-propanol/agua, acetona, acetato de etilo, 2-butanona o
tetrahidrofurano fracasaron. Tales intentos de obtener el compuesto | en forma cristalina a partir de soluciones en
todos los solventes comunmente usados, tales como etanol, etanol/agua, 2-propanol, 2-propanol/agua, acetona,
acetato de etilo, 2-butanona o tetrahidrofurano produjeron solo material amorfo. Debido a estas fallas, se investigaron
las formas de sal del compuesto | con varios acidos.

Para garantizar la reproducibilidad de las propiedades fisicoquimicas en el proceso de fabricacion farmacéutica, la
sustancia farmacologica debe obtenerse invariablemente en una modificacion cristalina bien definida. Cuando existe
una forma cristalina de una sustancia farmacoldgica o su sal en diferentes modificaciones polimoérficas (polimorfismo),
puede ocurrir la conversion espontanea de una forma polimérfica en otra. Tal interconversion espontanea no puede
tolerarse y debe evitarse por todos los medios. Por lo tanto, es esencial para asegurar la reproducibilidad del proceso
de fabricacion farmacéutica para identificar una sal de una sustancia farmacoldgica que exista en una sola forma
cristalina, o que al menos se caracterice por una tendencia reducida al polimorfismo.

De acuerdo con la presente invencion, el problema técnico descrito anteriormente se ha resuelto mediante
experimentacion e innovacion que dio como resultado la identificacion del compuesto especifico sal de citrato 1 de (4-
((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

O R
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La sal de citrato 1 es cristalina, es decir, definida por una modificacion cristalina especifica, lo que permite obtener la
sustancia farmacolégica con alta pureza y una estabilidad con alta reproducibilidad.

Se prepararon y analizaron diversas formas de sal del compuesto |. Por ejemplo, las formas cristalinas de la sal de
citrato, bromhidrato, clorhidrato, esilato y metanosulfonato del compuesto | se obtuvieron por cristalizacion. El analisis
de estas formas de sal reveld inesperadamente que las sales de citrato, esilato y metanosulfonato del compuesto |
mostraron solo una forma polimérfica. Esto contrasta con las sales de bromhidrato y clorhidrato del compuesto I, que
se obtuvieron en diferentes modificaciones polimoérficas.

Otro parametro clave de una sustancia farmacoldgica es la higroscopicidad. La absorcién de agua de una sal de una
sustancia farmacoldgica por sorcion durante la fabricacion conduce a una cantidad reducida de la sustancia
farmacoldgica en el producto farmacoldégico y, por lo tanto, a una eficacia reducida. Ademas, la absorcion de agua de
una sal de una sustancia farmacéutica o un producto farmacéutico puede conducir a la descomposicion de la sustancia
farmacéutica. Por lo tanto, es esencial identificar una sustancia farmacoldgica o una sal de la misma que no sea
higroscdpica o que tenga muy poco caracter higroscopico.

Inesperadamente, la forma cristalina de la sal de citrato 1 del compuesto | se caracteriza por una baja y reversible
absorcién de agua a una humedad relativa de hasta 90 % (2,6 % de absorcion de agua a 80 % de humedad relativa y
3,4 % de absorcion de agua a 90 % de humedad relativa). Por el contrario, las formas cristalinas del correspondiente
bromhidrato, clorhidrato, esilato y metanosulfonato del compuesto | absorben facilmente cantidades significativas de
agua a una humedad relativa tan baja como 80 % y se vuelven irreversiblemente delicuescentes.

En consecuencia, un aspecto de la invencién proporciona el compuesto que tiene la siguiente férmula 1:
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En ciertas modalidades, el compuesto se proporciona en forma cristalina.

Otro aspecto de la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende (i) un compuesto descrito en
la presente descripcion, tal como la sal de citrato 1 y (ii) uno o mas portadores y/o diluyentes. En ciertas modalidades,
la composicién farmacéutica esta formulada para administracion oral.

Otro aspecto de la invencion proporciona la sal de citrato 1 o una composicion farmacéutica que comprende dicha sal
de citrato 1 para usar en el tratamiento de una afeccién médica. Las condiciones médicas ilustrativas incluyen, por
ejemplo, tratamiento del dolor (por ejemplo, dolor inflamatorio o dolor neuropatico) y osteoartritis.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para tratar una afeccion médica en un paciente, donde el método
comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito
en la presente descripcion, tal como la sal de citrato 1, para tratar el afeccion médica. Las condiciones médicas
ilustrativas incluyen, por ejemplo, dolor (por ejemplo, dolor inflamatorio o dolor neuropatico) y osteoartritis.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el difractograma de rayos X en polvo de la base amorfa del compuesto (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 2 muestra el difractograma de rayos X en polvo del citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 3 muestra el termoanadlisis y la determinacion del punto de fusién (DSC/TG) del citrato de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 4 muestra las isotermas de sorcion del citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-
i)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 5 muestra el difractograma de rayos X en polvo del bromhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 6 muestra el termoanalisis y la determinacion del punto de fusiéon (DSC/TG) del bromhidrato de (4-((3R,4R)-
3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 7 muestra las isotermas de sorcién del bromhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 8 muestra el difractograma de rayos X en polvo del clorhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 9 muestra el termoanalisis y la determinacion del punto de fusion (DSC/TG) del clorhidrato de (4-((3R,4R)-
3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 10 muestra las isotermas de sorcion del clorhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 11 muestra el difractograma de rayos X en polvo del esilato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.
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La Figura 12 muestra el termoanalisis y la determinacion del punto de fusion (DSC/TG) del esilato de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 13 muestra las isotermas de sorcién del esilato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-
1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S-6-(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 14 muestra el difractograma de rayos X en polvo del metanosulfonato de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 15 muestra el termoandlisis y la determinacién del punto de fusion (DSC/TG) del metanosulfonato de (4-
((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 16 muestra las isotermas de sorcion del metanosulfonato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 17 muestra el espectro FT-RAMAN del citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-
1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

La Figura 18 muestra el espectro FT-RAMAN del esilato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-
1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S-6-(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

Descripcion detallada

La invencién proporciona formas de sal de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-
(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona, composiciones farmacéuticas que
contienen tales formas de sal, métodos para preparar formas de sal y métodos terapéuticos para usar tales formas de
sal, como en el tratamiento de dolor y otras afecciones médicas. Como se describe en la presente descripcion, la sal
de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-
pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona proporciona multiples beneficios inesperados sobre otras formas de sal
de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona. Por ejemplo, la sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona
muestra una baja y reversible absorcion de agua a una humedad relativa de hasta el 90 %, lo que contrasta con las
formas de sal del bromhidrato, clorhidrato, esilato y metanosulfonato correspondientes que absorben facilmente
cantidades significativas de agua a una humedad relativa tan baja como 80 % y se vuelven irreversiblemente
delicuescentes. Aun mas, la sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-
(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona muestra solo una forma cristalina
polimérfica, que contrasta con las sales cristalinas correspondientes formadas a partir de acido bromhidrico y acido
clorhidrico que mostré diferentes modificaciones polimérficas. En consecuencia, la sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona es sorprendentemente superior para el desarrollo como producto farmacéutico
debido a las multiples propiedades inesperadas que son beneficiosas.

Varios aspectos y modalidades de la invencién se describen adicionalmente mas abajo en secciones.
Para facilitar la comprension de la presente invencion, se definen mas abajo varios términos y frases.

Los términos "sujeto” y "paciente” se refieren a organismos a tratar por los métodos de la presente invencion. Dichos
organismos incluyen mamiferos (por ejemplo, murinos, simios, equinos, bovinos, porcinos, caninos, felinos y similares),
y con mayor preferencia son los humanos.

El término "cantidad efectiva" se refiere a la cantidad de un compuesto suficiente para efectuar resultados beneficiosos
o deseados. Puede administrarse una cantidad efectiva en una o mas administraciones, aplicaciones o dosis y no se
pretende que se limite a una formulacién o ruta de administracién particular.

El término "tratar" incluye cualquier efecto, por ejemplo, disminuir, reducir, modular, mejorar o eliminar, que da como
resultado la mejora de la afeccién, enfermedad, trastorno y similares, o mejorar un sintoma del mismo.

A lo largo de la descripcion, donde se describe las composiciones que tienen, que incluyen o que comprenden
componentes especificos, o donde se describen procesos y métodos que tienen, que incluyen o que comprenden
etapas especificas, se contempla que, adicionalmente, hay composiciones de la presente invencién que consisten
esencialmente de, o consisten de, los componentes citados, y que existen procesos y métodos de acuerdo con la
presente invencién que consisten esencialmente de, o consisten de, las etapas de procesamiento mencionadas.
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LFormas de sal de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)pipendin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Un aspecto de la invencion proporciona formas de sal de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-
i)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona. Como se describe a
continuacion y en los ejemplos de trabajo, esta descripcion describe formas de sal de 4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-

il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona preparada haciendo reaccionar 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona con un
acido seleccionado de acido citrico, acido bromhidrico, acido clorhidrico, acido etanosulfonico y acido metanosulfénico.

La sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona se descubrié sorprendentemente que proporciona
multiples beneficios inesperados sobre otras formas de sal de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-
1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona. Por ejemplo, la sal de
citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-
pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona muestra una baja y reversible absorcion de agua a una humedad
relativa de hasta el 90 %, lo que contrasta con las formas de sal del bromhidrato, clorhidrato, esilato y metanosulfonato
correspondientes que absorben facilmente cantidades significativas de agua a una humedad relativa tan baja como
80 % y se vuelven irreversiblemente delicuescentes. Aun mas, la sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-
4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona
muestra solo una forma cristalina polimérfica, que contrasta con las sales cristalinas correspondientes formadas a
partir de acido bromhidrico y acido clorhidrico que exhibieron diferentes modificaciones polimoérficas. En consecuencia,
la sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-
2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona es sorprendentemente superior para el desarrollo como producto
farmacéutico debido a las multiples propiedades inesperadas que son beneficiosas.

En consecuencia, un aspecto de la invencién proporciona la sal de citrato del compuesto I:

()R A
W "".*/N -
/@ ° | O\ O)
N%/N H\\' :
0

~
|
que tiene la formula
A
N‘%N N\\\. -
OH o H O

HOW
1
OHO o OH

En ciertas modalidades, dicha sal de citrato esta en forma cristalina.

En ciertas modalidades, la forma cristalina se caracteriza por mostrar un patron de difraccion de rayos X en polvo que
comprende picos en los siguientes valores 2-zeta medidos mediante el uso de la radiacion monocromatica CuKa 1 de
A=1,54056 A, 40 kV, 40 mA: 19,1° y 22,4°. En ciertas modalidades, la forma cristalina se caracteriza porque el patrén
de difraccién de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 12,2°. En ciertas modalidades, la forma cristalina se
caracteriza porque el patron de difraccién de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 13,7°. En ciertas
modalidades, la forma cristalina se caracteriza porque el patron de difraccion de rayos X en polvo comprende ademas
un pico a 14,6°. En ciertas modalidades, la forma cristalina se caracteriza porque el patron de difraccion de rayos X
en polvo comprende ademas un pico a 18,7°. En ciertas modalidades, la forma cristalina se caracteriza porque el
patron de difraccion de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 24,6°. En ciertas modalidades, la forma
cristalina se caracteriza porque el patron de difraccion de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 26,3°.
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En ciertas modalidades, la forma cristalina muestra un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende picos
en los siguientes valores de 2-zeta medidos mediante el uso de la radiacion monocromatica CuKa 1 de A = 1,54056
A, 40 kV, 40 mA: 12,2 + 0,2, 13,7+ 0,2, 14,6 £ 0,2, 19,1 £ 0,2 y 22,4 + 0,2. En ciertas otras modalidades, la forma
cristalina muestra un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende picos en los siguientes valores 2-zeta
medidos mediante el uso de la radiacion monocromatica CuKa 1 de A = 1,54056 A, 40 kV, 40 mA: 12,2 + 0,2, 13,7
0,2,14,6 +0,2,18,7+0,2,19,1+0,2,22,4+0,2,24,6 + 0,2y 26,3 £ 0,2.

En ciertas modalidades, la intensidad relativa del pico en dichos angulos de difraccion 2-zeta es al menos 10 %. En
ciertas otras modalidades, la intensidad relativa del pico en dichos angulos de difraccion 2-zeta es al menos 15 %.

En ciertas modalidades, la forma cristalina tiene un patrén de difraccion de rayos X en polvo que es sustancialmente
como se muestra en la Figura 2.

En ciertas modalidades, la forma cristalina se caracteriza por el siguiente patron de difraccién de rayos X en polvo
expresado en términos de angulo de difraccidn 26, distancias d inter-planares e intensidad relativa (expresada como
un por ciento con respecto al pico mas intenso):

2-zeta[°] |valord[A] |Intensidad I/, [%]
4,36 20,24 17
12,17 7,27 41
12,51 7,07 6
13,13 6,74 7
13,66 6,48 39
14,20 6,23 14
14,60 6,06 32
15,03 5,89

15,25 5,81 4
15,97 5,54 11
16,51 5,37 13
17,05 5,20 13
17,54 5,05 4
17,88 4,96 5
18,65 4,75 22
19,05 4,66 100
19,68 4,51 11
20,42 4,35 6
20,84 4,26 4
21,25 4,18 3
21,90 4,06 5
22,42 3,96 92
23,19 3,83 9
23,70 3,75 16
24,34 3,65 4
24,56 3,62 23
24,89 3,57 16
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2-zeta[°] |valord[A] |Intensidad I/, [%]
25,20 3,53 7
25,36 3,51 7
25,67 3,47 6
26,26 3,39 23
26,59 3,35 12
27,51 3,24 6
27,71 3,22 6
28,01 3,18 7
28,23 3,16 5
28,57 3,12 3
29,44 3,03 12
30,15 2,96 4

La forma cristalina puede caracterizarse adicionalmente de acuerdo con su espectro Raman. En consecuencia, en
ciertas modalidades, la forma cristalina tiene un espectro Raman que comprende picos en uno cualquiera o todos de
los siguientes desplazamientos Raman expresados en nimeros de onda en cm™': 1718, 1242, 731, 662, 553.

La forma cristalina puede caracterizarse adicionalmente de acuerdo con su punto de fusion. En consecuencia, en
ciertas modalidades, la forma cristalina tiene un punto de fusién de 212 + 5 °C.

La forma cristalina puede caracterizarse adicionalmente de acuerdo con su curva de calorimetria diferencial de barrido.
En consecuencia, en ciertas modalidades, la forma cristalina tiene una curva de calorimetria diferencial de barrido
sustancialmente igual a la mostrada en la Figura 3.

Convenientemente, la relacion molar de acido citrico a 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-
metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona es aproximadamente 1:1 en
una sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona. En ciertas modalidades, la relacién molar de acido
citico a 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-
pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona esta en el intervalo de 1,2:1 a 1:1,2 en una sal de citrato de 4-((3R,4R)-
3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona. En ciertas otras modalidades, la relacién molar de acido citrico a 4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona es 1:1 en una sal de citrato de 4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-
ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

El compuesto (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-
2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona (I) se describe especificamente en el documento WO 2011/073154,
asi como también un proceso para su preparacion. Para obtener detalles sobre un proceso para fabricar este
compuesto, se hace referencia al documento WO 2011/073154 (ejemplo 30, pagina 150).

También se proporcionan meétodos para preparar la sal de citrato 1. Por ejemplo, un aspecto de la invencion
proporciona un método para preparar el compuesto 1

SEVE

o oM

s (o) o \“)\\\]/“\N Cﬁ)
N"\’/fN N“‘. .
0 Ho ol
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HO\H/\J:\(
O OH 1
H
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que comprende las siguientes etapas:
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a) adicion de acido citrico a una solucién del compuesto |

(AT
wNg NN N 0
Na N

W

I=
O
/

en un solvente organico
b) aislamiento de la sal que resulta 1 en forma pura.

En ciertas modalidades, el método se caracteriza ademas porque el solvente organico en la etapa a) se selecciona
del grupo que consiste en acetato de etilo, isopropanol y una mezcla de isopropanol y agua.

Il Aplicaciones terapéuticas

Los compuestos como los descritos en la Seccién | (por ejemplo, Sal de citrato 1) y las composiciones farmacéuticas
descritas en la presente descripcién son utiles como medicamento. El medicamento puede ser para tratar un trastorno
en el que la inhibicién de la actividad del CCR2 proporciona un beneficio terapéutico.

Se ha informado que el receptor de quimiocina CCR2 esta implicado como un mediador importante de los trastornos
y enfermedades inflamatorias e inmunorreguladoras, asi como también de patologias autoinmunes como la artritis
reumatoide y la aterosclerosis. Ver, por ejemplo, el documento WO 2010/070032. Por lo tanto, los agentes que
modulan el receptor de quimiocinas CCR2 son utiles en el tratamiento de tales trastornos y enfermedades.

De manera mas general, es ampliamente aceptado que numerosas afecciones y enfermedades implican procesos
inflamatorios. Dichas inflamaciones son desencadenadas criticamente y/o promovidas por la actividad de los
macrofagos, que se forman por diferenciacion de los monocitos. Se ha encontrado ademas que los monocitos se
caracterizan por, por ejemplo, una alta expresion de CCR2 residente en membrana, mientras que la expresion de
CCR2 en macréfagos es menor. EI CCR2 es un regulador critico del trafico de monocitos, que puede describirse como
el movimiento de los monocitos hacia una inflamacién a lo largo de un gradiente de proteinas quimioatrayentes de
monocitos (MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4).

Por lo tanto, para reducir la inflamacién inducida por los macroéfagos, seria conveniente bloquear el CCR2 de monocitos
por un antagonista, de manera que los monocitos puedan desencadenarse menos para moverse hacia un area de
inflamacién para convertirse en macréfagos.

Por consiguiente, un aspecto de la invencion proporciona un método para tratar una afeccion relacionada con el CCR2
en un paciente, donde el método comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion (por ejemplo, la sal de citrato 1 o un forma cristalina del
mismo) para tratar la afeccion. En ciertas modalidades, la afeccién relacionada con el CCR2 es una afeccion
relacionada con MCP-1.

En ciertas modalidades, la afeccion relacionada con el CCR2 es dolor. Los tipos de dolor ilustrativos contemplados
para el tratamiento incluyen, por ejemplo, dolor inflamatorio, dolor neuropatico y dolor visceral. En ciertas modalidades,
el dolor es dolor crénico. En ciertas modalidades, el dolor es dolor debido a la osteoartritis. Otros tipos de dolor
ilustrativos contemplados para el tratamiento incluyen, por ejemplo, dolor lumbar, dolor de cadera, dolor en las piernas,
neuralgia no herpética, neuralgia post herpética, neuropatia diabética, dolor inducido por lesiéon nerviosa, dolor
neuropatico relacionado con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), traumatismo craneal, lesiones
nerviosas provocadas por toxinas y quimioterapia, dolor de miembro fantasma, mononeuropatia traumatica dolorosa,
polineuropatia dolorosa, sindrome de dolor taldmico, dolor posterior al accidente cerebrovascular, lesion del sistema
nervioso central, dolor posterior a la cirugia, sindrome del tunel carpiano, neuralgia del trigémino, sindrome post
mastectomia, sindrome postoracotomia, dolor de mufién, dolor de movimiento repetitivo, dolor neuropatico asociado
a hiperalgesia y alodinia, alcoholismo y otros dolores inducidos por farmacos.

En ciertas otras modalidades, la afeccién relacionada con el CCR2 es una enfermedad relacionada con el sistema
inmune. Ejemplos de enfermedades relacionadas con el sistema inmune incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide,
artritis reumatoide juvenil, artritis reumatoide juvenil de inicio sistémico, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante,
Ulcera gastrica, artropatias seronegativas, osteoartritis, enfermedad inflamatoria intestinal y colitis ulcerosa.

En ciertas otras modalidades, la afeccion relacionada con el CCR2 es una afeccion fibrética. Las afecciones fibroticas
ilustrativas incluyen, por ejemplo, la fibrosis hepatica (que incluye pero no se limita a cirrosis inducida por alcohol,
cirrosis inducida por virus, hepatitis autoinmune inducida); fibrosis pulmonar (que incluye pero no se limita a
esclerodermia, fibrosis pulmonar idiopatica); fibrosis renal (que incluye pero no se limita a esclerodermia, nefritis
diabética, nefritis glomerular, nefritis lipica); fibrosis dérmica (que incluye, pero no se limita a, esclerodermia, cicatrices
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hipertroficas y queloides, quemaduras); mielofibrosis; neurofibromatosis; fibroma; fibrosis intestinal; y adherencias
fibréticas que resultan de procedimientos quirlrgicos.

En ciertas otras modalidades, la afeccion relacionada con el CCR2 es un trastorno inflamatorio.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para tratar una afecciéon seleccionada de dolor, osteoartritis,
nefropatia diabética y polineuropatia diabética, donde el método comprende administrar a un paciente que lo necesite
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcién (por ejemplo, la sal de
citrato 1 o una forma cristalina de la misma) para tratar la afeccion.

En ciertas modalidades, la afeccién es dolor. En ciertas modalidades, la afeccion es dolor inflamatorio. En ciertas
modalidades, la afecciéon es dolor cronico. En ciertas modalidades, la afeccién es dolor debido a la osteoartritis. En
ciertas modalidades, la afeccion es dolor neuropatico o dolor visceral.

En ciertas modalidades, la afeccién se selecciona del grupo que consiste en dolor musculoesquelético agudo y crénico
de leve a moderado, dolor lumbar, dolor lumbar crénico, dolor relacionado con artritis reumatoide, dolor de hombro,
dolor dental, signos y sintomas de osteoartritis, osteoartritis de la rodilla, osteoartritis de la cadera, osteoartritis de la
mano, dolor asociado con osteoartritis, dolor por cancer, polineuropatia diabética, dolor visceral, dolor agudo,
nefropatia diabética y dolor neuropatico. En ciertas modalidades, la afeccién es dolor seleccionado de (a) neuralgia
del trigémino y (b) dolor debido a la lesion nerviosa causada por la quimioterapia.

En ciertas modalidades, la afeccidon es osteoartritis.

En ciertas modalidades, el método comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de sal
de citrato 1 para tratar la afeccion.

En una modalidad mas especifica, la invencion proporciona el uso de un compuesto descrito en la presente descripcion
para el tratamiento de una enfermedad en la que la inhibicién del receptor CCR2 es beneficiosa, tal como: (i) dolor
musculoesquelético agudo y crénico de leve a moderado (dolor lumbar, dolor lumbar crénico, dolor relacionado con
artritis reumatoide, dolor de hombro, dolor dental); (ii) signos y sintomas de osteoartritis (osteoartritis de rodilla y/o
cadera, osteoartritis de la mano, dolor asociado con osteoartritis); (iii) dolor por cancer; (iv) polineuropatia diabética;
(v) dolor visceral, (vi) dolor agudo, (vii) nefropatia diabética; y (viii) dolor neuropatico.

[1l. Composiciones Farmacéuticas

Otro aspecto de la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto descrito en la
presente descripcion (por ejemplo, sal de citrato 1) junto con uno o mas portadores y/o diluyentes inertes. Las
composiciones farmacéuticas pueden formularse para la administracion a través de una ruta particular, tal como la
administracion oral.

Mas generalmente, las formas adecuadas para la administracion son, por ejemplo, tabletas, capsulas, soluciones,
jarabes, emulsiones o polvos o aerosoles inhalables. El contenido del(de los) compuesto(s) farmacéuticamente
efectivo(s) en cada caso debe estar en el intervalo de 0,1 a 90 % en peso, preferentemente 0,5 a 50 % en peso de la
composicion total, es decir, en cantidades que son suficientes para lograr el intervalo de dosificacion especificado a
continuacion.

Las preparaciones pueden administrarse por via oral en forma de una tableta, como un polvo, como un polvo en una
capsula (por ejemplo, una capsula de gelatina dura), como una soluciéon o suspensién. Cuando se administra por
inhalacién, la combinacién de la sustancia activa puede administrarse como un polvo, como una solucién acuosa o
acuosa-etandlica o mediante el uso de una formulacion de gas propulsor.

Pueden obtenerse tabletas adecuadas, por ejemplo, al mezclar la(s) sustancia(s) activa(s) con excipientes conocidos,
por ejemplo diluyentes inertes tales como carbonato de calcio, fosfato de calcio o lactosa, desintegrantes tales como
almidén de maiz o acido alginico, aglutinantes tales como almidén o gelatina, lubricantes tales como estearato de
magnesio o talco y/o agentes para retrasar la liberacion, tales como carboximetilcelulosa, ftalato de acetato de celulosa
0 acetato de polivinilo. Las tabletas también pueden comprender varias capas. Las tabletas recubiertas pueden
prepararse en consecuencia recubriendo los nucleos producidos de forma analoga a los comprimidos con sustancias
normalmente usadas para recubrimientos de tabletas, por ejemplo colidona o goma laca, goma arabiga, talco, didxido
de titanio o azucar. Para lograr una liberacion retardada o evitar incompatibilidades, el nucleo también puede consistir
en varias capas. De manera similar, el recubrimiento de la tableta puede consistir en varias capas para lograr la
liberacion retardada, posiblemente mediante el uso de los excipientes mencionados anteriormente para las tabletas.

Los jarabes que contienen las sustancias activas o combinaciones de los mismos de acuerdo con la invencién pueden

contener adicionalmente un edulcorante tal como sacarina, ciclamato, glicerol o aztcar y un potenciador del sabor,
por ejemplo, un saborizante tal como vainillina o extracto de naranja. También pueden contener adyuvantes de
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suspension o espesantes como la carboximetilcelulosa de sodio, agentes humectantes como, por ejemplo, productos
de condensacion de alcoholes grasos con 6xido de etileno, o conservantes como p-hidroxibenzoatos.

Las cépsulas que contienen una o mas sustancias activas o combinaciones de sustancias activas pueden prepararse,
por ejemplo, al mezclar las sustancias activas con portadores inertes tales como lactosa o sorbitol y empaquetandolos
en capsulas de gelatina.

Pueden hacerse supositorios adecuados, por ejemplo, al mezclar con los portadores provistos para este propésito,
tales como grasas neutras o polietilenglicol o sus derivados.

Los excipientes que pueden usarse incluyen, por ejemplo, agua, solventes organicos farmacéuticamente aceptables
tales como parafinas (por ejemplo, fracciones de petréleo), aceites vegetales (por ejemplo, aceite de cacahuete o
sésamo), alcoholes mono o polifuncionales (por ejemplo, etanol o glicerol), portadores tales como por ejemplo, polvos
minerales naturales (por ejemplo, caolinas, arcillas, talco, tiza), polvos minerales sintéticos (por ejemplo, acido silicico
y silicatos altamente dispersos), azlcares (por ejemplo, azicar de cafa, lactosa y glucosa), emulsionantes (por
ejemplo, lignina, licores de sulfito usados, metilcelulosa, almidén y polivinilpirrolidona) y lubricantes (por ejemplo,
estearato de magnesio, talco, acido estearico y laurilsulfato de sodio).

Para la administracién oral, las tabletas pueden, por supuesto, contener, ademas de los portadores mencionados
anteriormente, aditivos tales como citrato de sodio, carbonato de calcio y fosfato dicalcico junto con varios aditivos
tales como almidon, preferentemente almidon de patata, gelatina y similares. Ademas, los lubricantes como el
estearato de magnesio, el laurilsulfato de sodio y el talco pueden usarse al mismo tiempo para el proceso de formacién
de las tabletas. En el caso de suspensiones acuosas, las sustancias activas pueden combinarse con diversos
potenciadores del sabor o colorantes ademas de los excipientes mencionados anteriormente.

IV. Kits para usar en aplicaciones médicas

Otro aspecto de la invencién proporciona un kit para tratar una afeccién médica. El kit comprende: i) instrucciones para
tratar una afeccion médica, tal como dolor, osteoartritis, nefropatia diabética o polineuropatia diabética (por ejemplo,
dolor tal como dolor musculoesquelético agudo y crénico de leve a moderado, dolor lumbar, dolor lumbar crénico, dolor
relacionado con artritis reumatoide, dolor de hombro, dolor dental, dolor asociado con osteoartritis, dolor de cancer,
dolor visceral, dolor agudo, nefropatia diabética y dolor neuropatico); y ii) un compuesto descrito en la presente
descripcion, tal como la sal de citrato 1. El kit puede comprender una o mas formas de dosificaciéon unitarias que
contienen una cantidad de sal de citrato 1 que es eficaz para tratar dicha afecciéon médica, tal como el dolor.

Ejemplos
La invencion, que ahora se describe de manera general, se entendera mas facilmente con referencia a los siguientes
ejemplos, que se incluyen simplemente con fines ilustrativos de ciertos aspectos y modalidades de la presente

invencion.

Lista de abreviaciones

AUC area bajo la curva de concentracion de plasma-tiempo
BR bromhidrato (sal con acido bromhidrico)

BS base (sin sal definida)

Crmax concentracion del pico

Cl citrato (sal con acido citrico)

CL depuracion

CL clorhidrato (sal con acido clorhidrico)

ES esilato (sal con un mol de acido etanosulfénico)
d.b. (en) base seca

DSC Calorimetro diferencial de barrido

DMSO dimetilsulféxido

DMSO-ds DMSO deuterado

DVS Sorcion de vapor dinamico

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGTA acido etilenglicol tetraacético

ESI ionizacion por electropulverizacion

f hembra

F biodisponibilidad oral

FCS suero fetal de ternera

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico
hERG gen relacionado con el éter-a-go-go humano
HR alta resolucién
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Tampon Mcllvaine
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MRTiot
MS

MS

m/z
RMN
PBS
PK

PO, p.o.
r.h.

RT
Tampon Sérensen
tmélx

TG

Vss
VLE
XRPD
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intravenoso

masculino

mol/l

tampon citrato/fosfato

tiempo medio de residencia después de la dosificacion intravenosa
tiempo medio de residencia después de la dosificacion oral
espectrometria de masas

metanosulfonato (sal con un mol de acido metanosulfénico)
relacion masa-carga

resonancia magnética nuclear

solucién salina tamponada con fosfato

farmacocinética

peroral

humedad relativa

temperatura ambiente

tampon NaOH/NaCl/Glicina

tiempo de concentracion maxima en plasma
Termogravimetria

volumen de distribucién en estado estacionario

muy baja endotoxina

Difraccion de rayos X en polvo

Ejemplo 1 - Preparacion y caracterizacion fisicoquimica de sales del compuesto |

Se prepararon y caracterizaron multiples sales del compuesto |, incluida la sal de citrato del compuesto |. Los
procedimientos y resultados experimentales se proporcionan a continuacion. El compuesto | tiene la siguiente férmula:

) s S
Joansese¥e,
Ny N NY
H

N

Parte I: Descripcién de los métodos analiticos usados

A continuacién se proporciona una descripcion de los métodos analiticos usados para caracterizar las sales del

compuesto |.

ESI espectrometria de masas (ESI+)

Instrumento

QTOF 2 (Micromass, Manchester, Reino Unido)

Software de control del instrumento

Masslynx 4.1

Fuente de iones

ESI+ (fuente de electropulverizacion)

Lockspray DXC

Encendido/apagado

0,1 % de acido fosférico en acetonitrilo/agua (1:1), calibracion de la

Calibracién masa de bloqueo
Resolucion MS1 (LM/HM) 5/5

Poder de resoluciéon (FWHM) 16 000 a 491 m/z (modo W)
Tension MCP 2200V

Tension del capilar + 2,8 kV

Tension del cono 25V

Energia de colision 5V

Gas de colision Argén

Temperatura de la fuente 120 °C

12
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Temperatura de desolvatacion

150 °C

Gas conico

nitrogeno 75 I/h

Gas de desolvatacion

nitroégeno 450 I/h

Solvente del spray

acetonitrilo/agua 9:1

Bomba de jeringa

Harvard Apparatus 55-2222

Velocidad de flujo del solvente en

spray

5 pl/min

Concentracion de la muestra

5 ng/ul de solvente en aerosol

Reactivos

Q
Intervalo de escaneo 5(: - 1000 u (escaneo TOF, datos de perfil)
Tiempo de escaneo 29s
Num. de escaneos combinados 20
Determinacion precisa de masa Centro 5 puntos/80 %, Np = 0,35, masa de bloqueo: 588,8692
Umbral de datos 1,0 %

Espectroscopia de RMN 'H

Instrumento Bruker DRX 400
Frecuencia 400,13 MHz

Software TopSpin® version 1.3 PL8
Programa de pulso |zg30

Solvente DMSO-ds

Concentraciéon 10,3 mg /0,6 ml
Temperatura 30°C

Calibracion TMS (& = 0,00 ppm)
Ancho de barrido 8013 Hz

Talla puntos de datos 64 K
Ancho de pulso 30 grados
Retraso de
s 10s

relajacién
Numero de 32
escaneos
Escaneos

. 8
simulados

Apodizacion

Multiplicacion gaussiana relleno de ceros de los puntos de datos a 128 K (GB:
0,25, LB: -0,25 Hz)

Espectroscopia NMR 3C

Instrumento Bruker DRX 400
Frecuencia 100,61 MHz

Software TopSpin® version 1.3 PL8
Programa de pulso | Zgpg

Solvente DMSO-d6

13

acetonitrilo (ULC/MS, Biosolve) agua (purificada por el sistema Milli-
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Concentraciéon 10,3 mg /0,6 ml
Temperatura 30°C
Calibracion DMSO-ds (6 = 39,5 ppm)

Ancho de barrido

27778 Hz

Talla puntos de datos 64 K
Ancho de pulso 90 grados
Retraso de
S 4s
relajacién
Numero de 4096
escaneos
Escaneos
simulados 32

Multiplicacion exponencial relleno de ceros de los puntos de datos a
128 K (LB: 2,5 Hz)

Apodizacion

Diagrama de rayos X en polvo (XRPD)

Los diagramas de rayos X en polvo se generaron mediante el uso de un difractémetro STOE - STADI P en modo de
transmision equipado con un detector MYTHEN y un anodo de Cu como fuente de rayos X con radiacion
monocromatica CuKa1 (A = 1,54056 A, 40 kV, 40 mA).

Espectroscopia FT-RAMAN

Las muestras se han medido en tubos de punto de ebullicidn mediante el uso de un instrumento Bruker RAM Il FT-
Raman Module, resolucion 2 cm™', 64 escaneos, potencia laser 500 mW (laser enfocado). Analisis: escala del vector
en intervalo espectral 3500 cm™' - 50 cm-".

Calorimetria diferencial de barrido - punto de fusion

Los compuestos se caracterizan por un punto de fusion determinado por calorimetria diferencial de barrido (DSC),
evaluado por el pico maximo o la temperatura de inicio. La velocidad de calentamiento del experimento es de 10 °C/min.
Los valores dados se determinaron mediante el uso de un instrumento DSC de la serie Q de TA Instruments.

Termogravimetria (TG)

Los datos de gravimetria térmica se obtuvieron con un instrumento TG de la serie Q de TA Instruments. Este método
mide los cambios de peso en un material en funcién de la temperatura bajo una atmaésfera controlada.

Sorcion dinamica de vapor (DVS)
Las isotermas de sorcién se generaron mediante el uso de un monitor de sorcién de agua IGAsorp de Hiden Isochema.
Las isotermas de adsorcion y desorcion se obtuvieron a 25 °C con 10 % de humedad relativa con etapas de intervalos

que varian del 10 % al 90 % de humedad relativa.

Solo para la forma de sal BR: las isotermas de sorcion se registraron en un monitor de sorcion de agua DVS-1 de
Surface Measurement Systems.

Solubilidad
La solubilidad se determindé mediante el uso de un método de matraz de agitacion automatizado (a temperatura
ambiente) y la cuantificacion de la sustancia farmacolégica disuelta se determiné mediante espectroscopia UV dentro

de esta configuracion automatizada.

Parte Il: Preparacion citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il) (5-metil-6-(((2R,6S)-6-
(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona (1)

A continuacion se proporcionan procedimientos ilustrativos para preparar el compuesto del titulo, junto con los datos
de caracterizacion fisica. Los procedimientos de preparacion incluyen dos rutas diferentes para hacer el compuesto
del titulo.

Opcién de preparacion a) Preparacion de sal de citrato a partir de la base libre I:
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A una solucién de la base libre | (200 mg, 0,372 mmol) en acetato de etilo (2 ml) se afiade monohidrato de acido citrico
(78,2 mg; 0,372 mmol). La solucion se agita durante la noche (18 horas). La suspension se filtra y el producto se seca
a 40 °C a vacio para producir 140 mg de 0,192 mmol (52 %) de cristales incoloros. Los datos de caracterizacion fisica
para la sal de citrato 1 se proporcionan a continuacion.

RMN ('H, 400 MHz, DMSO-dg): 11,7-8,5 (2H, ancho), 8,34 (1H, s), 7,22 (2H, m), 7,12 (2H, m), 7,08 (1H, t), 4,49 (1H,
m), 4,31 (1H, d), 4,09 (1H, m), 3,85 (1H, m), 3,74 (1H, m), 3,57-3,44 (2H, m), 3,48 (1H, m), 3,47 (1H, m), 3,35 (3H, s),
3,35 (1H, m), 3,33 (1H, m), 3,29 (1H, m), 3,27 (1H, m), 3,04 (1H, m), 2,84 (1H, m), 2,58 (2H, d), 2,50 (2H, d), 2,28 (3H,
s), 2,12 (1H, m), 1,94 (1H, m), 1,91 (3H, s), 1,88 (1H, m), 1,78 (1H, m), 1,76 (1H, m), 1,70 (1H, m), 1,66 (1H, m), 1,63
(1H, m), 1,40 (1H, m), 1,40 (1H, m), 1,37 (1H, m), 1,24 (1H, m) (incluye rotameros).

RMN (*3C, 100 MHz, DMSO-ds): 176,6, 171, 165,4, 161,0, 156,6, 155,4, 140,3, 136,0, 128,5, 125,6, 109,3, 78,5, 75,4,
72,4,72,2,71,2, 64,8, 64,4, 64,4, 55,5, 55,5, 51,5, 51,4, 50,2, 45,6, 44,1, 44,1, 38,8, 33,3, 29,6, 28,7, 28,7, 25,1, 23,1,
20,6, 11,7 (incluye rotameros).

HRMS (ESI): m/z 538,3400 ([M + H]*; C30H4N504).

Espectro FT-RAMAN (bandas caracteristicas) [cm']: 1718, 1242, 731, 662, 553.

Ver la tabla Il mas abajo y las Figuras 2-4 y 17 para obtener datos de caracterizacién adicionales.

Opcién de preparacion b) Acoplamiento de amida seguido de preparacion de sal de citrato:

Ao a0, 3 - @O gegeve

N

-
O
2 3
Q OH 1

HO™ ~Q

Se afiaden 4,99 kg (30,75 mol) de 1,1’-carbonildiimidazol a una suspension de 10,0 kg (29,29 mol) de 2 en 75 | de 2-
metiltetrahidrofurano a 50 °C. El embudo de polvo se enjuaga con 5 | de 2-metiltetrahidrofurano. La mezcla de reaccién
se agita durante 70 minutos a 50 °C. Mas tarde, se afiaden 8,83 kg (30,75 mol) de 3 a la mezcla de reaccion y el
embudo se enjuaga con 5 | de 2-metiltetrahidrofurano. A continuacion, se afiaden 7,41 kg (73,23 mol) de trietilamina
y 10 | de 2-metiltetrahidrofurano y la mezcla de reaccién se agita durante 1 hora a reflujo. Mas tarde, la mezcla se
enfria a 60 °C y se afiade una solucién de 6,07 kg (43,94 mol) de carbonato de potasio en 55 | de agua y las fases se
separan a 55 °C. La capa organica se lava con 60 | de agua y se eliminan 80 | de solvente por destilacion al vacio. El
residuo que resulta se diluye con 80 | de alcohol isopropilico y se eliminan 55 litros de solvente por destilacion al vacio.
El residuo que resulta se diluye con 40 | de alcohol isopropilico y se eliminan 40 | de solvente por destilacion al vacio.
A continuacion, se afiaden 5,85 kg (27,83 mol) de monohidrato de acido citrico en 11 | de agua y el embudo
cuentagotas se enjuaga con 30 | de alcohol isopropilico. La mezcla de reaccion se calienta a 75 °C, se agita hasta que
se forma una solucidn y luego se filtra. El filtro se enjuaga con una mezcla de 2 | de agua y 20 | de alcohol isopropilico.
Mas tarde, el filtrado se diluye con 30 | de alcohol isopropilico y se siembra con 100 g de 1 como se obtiene en la
opciodn a) a 65 °C. A continuacion, la mezcla se enfria a 55 °C en 30 minutos y luego se agita durante 1 hora a 55 °C.
La suspension resultante se diluye con 60 | de alcohol isopropilico dentro de 1 ha 55 °C y luego se enfria a 20 °C
dentro de 3 h. Mas tarde, la suspensién se agita durante 17 horas a 20 °C y se aisla por filtracion. La torta del filtro se
lava dos veces con una mezcla de 19 | de alcohol isopropilico y 1 | de agua, cada una. El producto se seca a 50 °C a
vacio para producir 17,76 kg de compuesto (83 %). Los datos de la caracterizacion fisica para la sal de citrato 1 se
proporcionan mas abajo.

RMN ('H, 400 MHz, DMSO-dg): 11,7-8,5 (2H, ancho), 8,34 (1H, s), 7,22 (2H, m), 7,12 (2H, m), 7,08 (1H, t), 4,49 (1H,
m), 4,31 (1H, d), 4,09 (1H, m), 3,85 (1H, m), 3,74 (1H, m), 3,57-3,44 (2H, m), 3,48 (1H, m), 3,47 (1H, m), 3,35 (3H, s),
3,35 (1H, m), 3,33 (1H, m), 3,29 (1H, m), 3,27 (1H, m), 3,04 (1H, m), 2,84 (1H, m), 2,58 (2H, d), 2,50 (2H, d), 2,28 (3H,
s), 2,12 (1H, m), 1,94 (1H, m), 1,91 (3H, s), 1,88 (1H, m), 1,78 (1H, m), 1,76 (1H, m), 1,70 (1H, m), 1,66 (1H, m), 1,63
(1H, m), 1,40 (1H, m), 1,40 (1H, m), 1,37 (1H, m), 1,24 (1H, m) (incluye rotameros).
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RMN (*3C, 100 MHz, DMSO-ds): 176,6, 171, 165,4, 161,0, 156,6, 155,4, 140,3, 136,0, 128,5, 125,6, 109,3, 78,5, 75,4,
72,4,72,2,71,2,64,8, 64,4, 64,4, 55,5, 55,5, 51,5, 51,4, 50,2, 45,6, 44,1, 44,1, 38,8, 33,3, 29,6, 28,7, 28,7, 25,1, 231,
20,6, 11,7 (incluye rotameros).

HRMS (ESI): m/z 538,3400 ([M + H]+; C30H4N50.).

Espectro FT-RAMAN (bandas caracteristicas) [cm']: 1718, 1242, 731, 662, 553.

Ver la tabla Il mas abajo y las Figuras 2-4 y 17 para obtener datos de caracterizacién adicionales.

Parte Ill: Preparacion de sales adicionales de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il) (5-metil-
6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Se prepararon sales adicionales de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-
6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona y se caracterizaron como se describe mas abajo.

Preparacion de bromhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il) (5-metil-6-(((2R,6S)-6-
(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Se afiaden 1,916 ml (0,1 M) de &cido bromhidrico a una solucién de 103 mg (0,1916 mmol) de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona en 2 ml de metanol y se agita durante 2 horas a 50 °C. Mas tarde, se elimina el
solvente en un secador de vacio a 40 °C. A continuacion, se afiaden 4 ml de tetrahidrofurano al residuo. La mezcla se
somete a ultrasonido, mas tarde se agita durante 2 horas a 40 °C, y mas tarde se almacena durante 4 horas a
temperatura ambiente. Mas tarde, se elimina el solvente en un secador de vacio para producir el bromhidrato de (4-
((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

Ver la tabla lll mas abajo y las Figuras 5-7 para caracterizar los datos.

Preparacion de clorhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il) (5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Se afiaden 0,558 ml (0,1 M) de acido clorhidrico a una solucion de 30 mg (0,0557 mmol) de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona en 1 ml de metanol y se agit6 durante 2 horas a 50 °C. Mas tarde, se elimina el
solvente en un secador de vacio a 40 °C. A continuacion, se afnaden 1,2 ml de tetrahidrofurano al residuo. La mezcla
se somete a ultrasonido, mas tarde se agita durante 2 horas a 40 °C, y mas tarde se almacena durante 4 horas a
temperatura ambiente. Mas tarde, se elimina el solvente en un secador de vacio para producir el clorhidrato (4-
((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-toliltetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

Ver la tabla IV mas abajo y las Figuras 8-10 para caracterizar los datos.

Preparacion de esilato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il) (5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Se afiaden 1,860 ml (0,1 M) de acido etanosulfénico a una soluciéon de 100 mg (0,186 mmol) de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona en 2 ml de metanol y se agita durante 2 horas a 50 °C. Mas tarde, se elimina el
solvente en un secador de vacio a 40 °C. A continuacion, se afladen 4 ml de acetona al residuo. La mezcla se somete
a ultrasonido, mas tarde se agita durante 2 horas a 40 °C, y mas tarde se almacena durante 4 horas a temperatura
ambiente. Mas tarde, se elimina el solvente en un secador de vacio para producir el esilato de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

Espectro FT-RAMAN (bandas caracteristicas) [cm™']: 1637, 1253, 1014, 740, 719, 534, 525, 219.

Ver la tabla V mas abajo y las Figuras 11-13 y 18 para caracterizar los datos.

Preparaciéon de metanosulfonato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il) (5-metil-6-
(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Se afiaden 0,558 ml (0,1 M) de acido metanosulfénico a una soluciéon de 30 mg (0,0557 mmol) de (4-((3R,4R)-3-
metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-

il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona en 1 ml de metanol y se agita durante 2 horas 50 °C. Mas tarde, se elimina el
solvente en un secador de vacio a 40 °C. A continuacién, se afiaden 1,2 ml de tolueno al residuo. La mezcla se somete
a ultrasonido, mas tarde se agita durante 2 horas a 50 °C, y mas tarde se almacena durante la noche a temperatura
ambiente. Mas tarde, se elimina el solvente en un secador de vacio para producir el metanosulfonato de (4-((3R,4R)-
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3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

Ver la tabla VI mas abajo y las Figuras 14-16 para caracterizar los datos.

Parte IV: Datos de caracterizacion fisica para sales de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il)
(5-metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona

Se proporciona mas abajo los datos de caracterizacion fisica ilustrativos para sales de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-
pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il)
metanona.

Solubilidad en medios acuosos

La tabla | muestra la solubilidad del citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-
(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona en diferentes medios acuosos a las 2,

4y 6 horas.

Tabla I.
Medio 2 horas [mg/ml] ?mg/ml] horas ?mg/ml] horas
Agua >1 >1 >1
HCI0,1 N >1 >1 >1
HCI 0,01 N >1 >1 >1
Tampon Mcllvaine pH 2,2 >1 >1 >1
Tampén Mcllvaine pH 3,0 >1 >1 >1
Tampén Mcllvaine pH 4,0 >1 >1 >1
Tampén Mcllvaine pH 4,5 No determinado |>1 >1
Tampén Mcllvaine pH 5,0 >1 >1 >1
Tampén Mcllvaine pH 6,0 >1 >1 >1
Tampon Mcllvaine pH 6,8 >1 >1 >1
Tampon Mcllvaine pH 7,4 >1 >1 >1
Tampén-KH,PO,4 pH 7,4 >1 >1 >1
Sorensen pH 10 >1 >1 >1
NaOH 0,1 N >1 >1 >1
EtOH 9,2 9,8 10

Los datos de la tabla | demuestran que el citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-
metil-6-(((2R,6S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona es altamente soluble en
medios acuosos acidos, neutros y basicos.

Propiedades de estado sélido de la sal de citrato 1

A continuacién se describen varias propiedades en estado sélido de la sal de citrato 1.

Apariencia

En estado solido, el citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona es un material microcristalino blanco.

Comportamiento de sorcion
Solo el (citrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-

tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona muestra estabilidad contra la humedad relativa de
hasta el 80 %. Se observa una absorcién de 2,6 % de agua. La absorcién de agua es reversible, y después del
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experimento de sorcion, el compuesto aun permanece como material sélido. Todas las demas sales se convirtieron
en fase liquida a una humedad relativa mas alta (dependiendo de la forma de la sal a partir del 60-70 % de humedad
relativa).

Cristalinidad y polimorfismo

Sal de Citrato 1

La sal de citrato 1 es altamente cristalina como puede verse en el diagrama de difraccién de rayos X en polvo en la
Figura 2. La reflexion y las intensidades del polvo de rayos X (estandarizadas) se muestran en la Tabla Il.

Tabla Il.
2-zeta[?] |valord[A] |Intensidad I/, [%]
4,36 20,24 17
12,17 7,27 41
12,51 7,07 6
13,13 6,74 7
13,66 6,48 39
14,20 6,23 14
14,60 6,06 32
15,03 5,89 5
15,25 5,81 4
15,97 5,54 11
16,51 5,37 13
17,05 5,20 13
17,54 5,05 4
17,88 4,96 5
18,65 4,75 22
19,05 4,66 100
19,68 4,51 11
20,42 4,35 6
20,84 4,26 4
21,25 4,18 3
21,90 4,06 5
22,42 3,96 92
23,19 3,83 9
23,70 3,75 16
24,34 3,65 4
24,56 3,62 23
24,89 3,57 16
25,20 3,53 7
25,36 3,51 7
25,67 3,47 6
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2-zeta[°] |valord[A] |Intensidad I/, [%]
26,26 3,39 23

26,59 3,35 12

27,51 3,24 6

27,71 3,22 6

28,01 3,18 7

28,23 3,16 5

28,57 3,12 3

29,44 3,03 12

30,15 2,96 4

En la Tabla Il anterior, el valor "2-zeta [°]" denota el angulo de difraccion en grados y el valor d [A] denota las distancias
especificadas en A entre los planos de la red.

La sal de citrato cristalino de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona se caracteriza porque el diagrama de rayos X en
polvo tiene, entre otros, los valores caracteristicos 2-zeta = 19,1° (100 % de intensidad relativa), 22,4° (92 % de
intensidad relativa), 12,2° (41 % de intensidad relativa), 13,7° (39 % de intensidad relativa) y 14,6° (32 % de intensidad
relativa) (que son los picos mas destacados en el diagrama de la Figura 2, Tabla Il).

Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto, la invencién proporciona una sal de citrato del compuesto |

(A
JoaassaoNe,
N\“:‘./N H\\' ;
o

~
I
que tiene la formula
(i ]
Jonsasaols:
N%N H\\“E
HO\ﬂ/f\fo O~
CH 1
c}HO C

En una segunda modalidad, la sal 1 esta en forma cristalina.

En una tercera modalidad, de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina del
compuesto 1 muestra un patrén de difraccion de rayos X en polvo que comprende picos en los siguientes valores 2-
zeta medidos mediante el uso de radiacién monocromatica CuKa1 de A = 1,54056 A, 40 kV, 40 mA: 19,1° y 22,4°.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende ademas un pico a 12,2°.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende ademas un pico a 13,7°.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende ademas un pico a 14,6°.
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En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende ademas un pico a 18,7°.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un patrén de difraccion de rayos X en polvo que comprende ademas un pico a 24,6°.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un patron de difraccion de rayos X en polvo que comprende ademas un pico a 26,3°.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un espectro Raman que comprende picos en uno cualquiera o en todos de los siguientes desplazamientos Raman
expresados en nimeros de onda en cm™: 1718, 1242, 731, 662, 553.

En una modalidad adicional de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, la forma cristalina muestra
un punto de fusiéon de 212 + 5 °C.

La sal de citrato 1 puede proporcionarse en una composicion farmacéutica. Por consiguiente, otro aspecto de la
presente invencién es una composicion farmacéutica que contiene la sal de acuerdo con una cualquiera de las
modalidades anteriores, opcionalmente junto con uno o mas portadores y/o diluyentes inertes.

Solo se ha obtenido una forma cristalina de varios experimentos para el citrato de (4-((3R4R)-3-
metoxitetrahidropirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona.

Sal de bromhidrato del Compuesto de la Formula (1)
La sal de bromhidrato del compuesto de la férmula (1) es de cristalinidad media como se demuestra en el diagrama de

difraccion de rayos X en polvo de la Figura 5. La reflexion y las intensidades del polvo de rayos X (estandarizadas) se
muestran en la Tabla Ill.

Tabla lll.

2-zeta [°] valor d [A] |Intensidad I/, [%]
4,73 18,67 100
7,60 11,62 37
9,48 9,32 15
12,74 6,94 34
14,46 6,12 78
15,25 5,81 62
17,38 5,10 56
18,16 4,88 17
19,36 4,58 62
20,39 4,35 83
22,01 4,03 17
22,72 3,91 25
24,05 3,70 37
24,94 3,57 26
25,23 3,53 41
25,65 3,47 27
26,35 3,38 19
27,25 3,27 19
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2-zeta [°] valor d [A] |Intensidad I/, [%]
28,00 3,18 15
28,92 3,08 21
29,49 3,02 15
29,59 3,02 16

En la Tabla lll anterior, el valor "2-zeta [°]" denota el &ngulo de difraccion en grados y el valor d [A] denota las distancias
especificadas en A entre los planos de la red.

El bromhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)
tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona se caracteriza porque el diagrama de rayos X en polvo
tiene, entre otros, los valores caracteristicos 2-zeta = 4,7° (100 % de intensidad relativa), 20,4° (83 % de intensidad
relativa), 14,5° (78 % de intensidad relativa), 15,3° (62 % de intensidad relativa) y 19,4° (62 % de intensidad relativa)
(que son los picos mas prominentes en el diagrama de la Figura 5, Tabla lIl).

Diferentes modificaciones polimoérficas del bromhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-
i)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino) pirimidin-4-il) metanona se ha identificado por
difraccion de rayos X en polvo.

Sal de clorhidrato del compuesto de la formula (1)
La sal de clorhidrato del compuesto de la férmula (I) es de cristalinidad media como puede verse en el diagrama de

difraccion de rayos X en polvo en la Figura 8. La reflexion y las intensidades de los rayos X en polvo (estandarizadas)
se muestran en la Tabla IV.

Tabla IV.

2-zeta [°] valor d [A] Intensidad I/l, [%]
4,05 21,78 24
4,74 18,63 93
7,68 11,50 28
9,49 9,31 19
10,17 8,69 17
12,27 7,21 16
12,85 6,88 29
13,55 6,53 19
14,05 6,30 22
14,55 6,08 64
15,37 5,76 98
16,09 5,51 23
16,58 5,34 19
17,52 5,06 100
18,14 4,89 25
19,12 4,64 23
19,53 4,54 39
20,46 4,34 77
22,16 4,01 23
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2-zeta [°] valor d [A] Intensidad I/l, [%]
22,79 3,90 26
23,22 3,83 20
24,13 3,69 44
25,02 3,56 23
25,42 3,50 24
25,87 3,44 18
26,57 3,35 15
27,39 3,25 18
28,06 3,18 16
29,07 3,07 18
29,85 3,00 12

En la Tabla IV anterior, el valor "2-zeta [°]" denota el angulo de difraccién en grados y el valor d [A] denota las distancias
especificadas en A entre los planos de la red.

El clorhidrato de  (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)  piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona se caracteriza porque el diagrama de rayos X en
polvo tiene, entre otros, los valores caracteristicos 2-zeta = 17,5° (100 % de intensidad relativa), 15,4 (98 % de
intensidad relativa), 4,7° (93 % de intensidad relativa), 20,5° (77 % de intensidad relativa) y 14,6° (64 % de intensidad
relativa), (que son los picos mas prominentes en el diagrama de Figura 8, Tabla 1V).

Diferentes modificaciones polimoérficas del clorhidrato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-
i)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino) pirimidin-4-il) metanona se ha identificado por
difraccion de rayos X en polvo.

Sal de esilato del compuesto de la formula (1)
La sal de esilato del compuesto de la férmula (1) es de alta cristalinidad como puede verse en el diagrama de difraccion

de rayos X en polvo de la Figura 11. La reflexion e intensidades del polvo de rayos X (estandarizadas) se muestran
enla Tabla V.

Tabla V.

2-zeta [°] valor d [A] |Intensidad I/, [%]
5,33 16,56 66
7,87 11,23 48
9,14 9,67 7
9,97 8,87 24
10,93 8,09 23
12,23 7,23 9
12,43 7,12 11
13,26 6,67 83
14,55 6,08 48
14,83 5,97 18
15,07 5,88 10
15,29 5,79 17
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2-zeta [°] valor d [A] |Intensidad I/, [%)]
15,77 5,61 51
16,05 5,52 25
16,18 5,47 19
16,46 5,38 12
16,88 5,25 10
17,90 4,95 100
18,32 4,84 34
18,49 4,79 22
19,29 4,60 36
19,44 4,56 40
20,03 4,43 63
20,14 4,41 45
20,85 4,26 66
21,08 4,21 11
21,37 4,15 12
21,92 4,05 18
22,22 4,00 21
22,49 3,95 16
22,71 3,91 7
23,33 3,81 10
23,53 3,78 9
23,79 3,73 8
23,98 3,71 20
24,43 3,64 15
24,68 3,60 14
25,00 3,56 17

En la Tabla V anterior, el valor "2-zeta [°]" denota el angulo de difraccién en grados y el valor d [A] denota las distancias
especificadas en A entre los planos de la red.

El esilato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino) piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-tolil)tetrahidro-2H-
pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona se caracteriza porque el diagrama de rayos X en polvo tiene, entre otros,
los valores caracteristicos 2-zeta = 17,9° (100 % de intensidad relativa), 13,3 (83 % de intensidad relativa), 5,3° (66 %
de intensidad relativa), 20,9° (66% de intensidad relativa) y 20,0° (63 % de intensidad relativa) (que son los picos mas
prominentes en el diagrama de la Figura 11, Tabla V).

Sal de metanosulfonato del compuesto de la formula (1)
La sal de metanosulfonato del compuesto de la férmula (1) es de cristalinidad media como puede verse en el diagrama
de difraccion de rayos X en polvo en la Figura 14. La reflexion y las intensidades del polvo de rayos X (estandarizadas)

se muestran en la Tabla VI.

Tabla VI.
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2-zeta [°] valor d [A] |Intensidad I/, [%)]
5,36 16,48 30
5,57 15,85 27
7,84 11,27 43
9,91 8,92 51
11,05 8,00 21
12,33 7,17 77
13,26 6,67 26
14,69 6,03 100
14,95 5,92 50
15,78 5,61 20
16,47 5,38 23
17,74 4,99 53
18,42 4,81 38
19,09 4,65 33
19,29 4,60 41
19,91 4,46 32
20,67 4,29 55
21,23 4,18 21
22,28 3,99 28
23,74 3,74 16
24,33 3,66 23
24,84 3,58 15
25,60 3,48 21
29,79 3,00 16
17,74 16,48 30
18,42 15,85 27
19,09 11,27 43

En la Tabla VI anterior, el valor "2-zeta [°]" denota el angulo de difraccién en grados y el valor d [A] denota las distancias
especificadas en A entre los planos de la red.

El metanosulfonato de (4-((3R,4R)-3-metoxitetrahidro-pirano-4-ilamino)piperidin-1-il)(5-metil-6-(((2R,6 S)-6-(p-
tolil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metilamino)pirimidin-4-il) metanona se caracteriza porque el diagrama de rayos X en
polvo tiene, entre otros, los valores caracteristicos 2-zeta = 14,7° (100 % de intensidad relativa), 12,3 (77 % de
intensidad relativa), 20,7° (55 % de intensidad relativa), 17,7° (53 % de intensidad relativa) y 9,9° (51 % de intensidad
relativa) (que son los picos mas prominentes en el diagrama de la Figura 14, Tabla VI).

Termoanalisis
El termoanalisis de la sal 1 de citrato cristalino muestra un punto de fusién = 212 + 5 °C (inicio, DSC: velocidad de
calentamiento 10 K-min™'; el diagrama DSC/TG se muestra en la Figura 3). Se produce una pérdida de peso del 1,6 %

con el secado. Como consecuencia, la sal de citrato tiene una baja tendencia a absorber solventes (en caso de agua,
lo que significa baja higroscopicidad).

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2811098 T3

El termoanalisis de la sal de bromohidrato cristalino del compuesto | muestra un punto de fusiéon = 248 + 5 °C (inicio,
DSC: velocidad de calentamiento 10 K-min-'; el diagrama DSC/TG se muestra en la Figura 6). Se produce un efecto
endotérmico amplio entre 40 y 110 °C con pérdida de peso concomitante (pérdida de peso del 2,9 % al secarse).

El termoanalisis de la sal de clorhidrato cristalino del compuesto | muestra un punto de fusién = 233 + 5 °C (inicio,
DSC: velocidad de calentamiento 10 K-min-'; el diagrama DSC/TG se muestra en la Figura 9). Se produce un efecto
endotérmico amplio entre 40 y 80 °C. Se produce un efecto endotérmico débil entre 130 - 150 °C (pérdida de peso del
2,8 % al secarse).

El termoandlisis de la sal de esilato cristalino del compuesto | muestra un punto de fusiéon = 199 £ 5 °C (inicio, DSC:
velocidad de calentamiento 10 K-min-'; el diagrama DSC/TG se muestra en la Figura 12). Se produce un efecto
endotérmico amplio y débil entre 40 y 100 °C. La pérdida del 2,4 % en el secado se correlaciona con el efecto
endotérmico.

El termoandlisis de la sal de metanosulfonato cristalino del compuesto | muestra un punto de fusién =226 + 5 °C (inicio,
DSC: velocidad de calentamiento 10 K-min™'; el diagrama DSC/TG se muestra en la Figura 15). Se produce un efecto
endotérmico amplio y débil entre 30y 110 °C.

Isotermas de sorcién

La isoterma de sorcién de la sal 1 de citrato cristalino muestra una absorcién de agua del 2,6 % en el intervalo de
humedad del 10-80 % (diagrama que se muestra en la Figura 4).

La isoterma de sorcion de la sal de hidrobromuro cristalino del compuesto | muestra una absorcion de agua del 4,5 %
en el intervalo de humedad del 10-80 % (diagrama que se muestra en la Figura 7).

La isoterma de sorcion de la sal de hidrocloruro cristalino del compuesto | muestra una absorcion de agua del 15 %
en el intervalo de humedad del 10-80 % (diagrama mostrado en la Figura 10).

La isoterma de sorcion de la sal de esilato cristalino del compuesto | muestra una absorcion de agua del 20 % en el
intervalo de humedad del 10-80 % (diagrama que se muestra en la Figura 13).

La isoterma de sorcion de la sal de metanosulfonato cristalino del compuesto | muestra una absorcién de agua del
30 % en el intervalo de humedad del 10-80 % (diagrama que se muestra en la Figura 16).

Resumen de las propiedades fisicas seleccionadas para sales del compuesto |

Las propiedades seleccionadas de las sales de citrato, bromhidrato, clorhidrato, esilato y metanosulfonato del
compuesto | se muestran en la Tabla VII.

Tabla VII.
Parametro Sal de la Forma del Compuesto |
Sal de citrato | Sal de | Sal clorhidrato Sal de esilato | Sal de
bromhidrato metanosulfonato
cristalinidad alto medio medio alto Medio
punto de fusion|212+5 248+ 5 233+5 1995 226 £ 5
[°C] (consenso)
comportamiento | sin efecto | efecto endotérmico | efecto endotérmico | débil efecto | débil efecto
térmico adicional amplio 40 - 110 °C |amplio 40 - 80 °C | endotérmico endotérmico  amplio
antes de la efecto endotérmico |[amplio 40 -|{30-110°C
fusion débil 130 - 150 °C | 100 °C
pérdida por| 1,6 2,9 2,8 2,4
secado [%]
comportamiento | 2,6 % de|4,5 % de absorcién | 15 % de absorcion | 20 % de |30 % de absorciéon de
higroscopico absorcion de|de agua |de agua | absorcion  de|agua
(hasta 80 % de|agua delicuescente delicuescente agua
humedad delicuescente
relativa)
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Parametro Sal de la Forma del Compuesto |
Sal de citrato | Sal de | Sal clorhidrato Sal de esilato |Sal de
bromhidrato metanosulfonato
comportamiento | 3,4 % de|20 % de absorcién |40 % de absorcion |45 % de |45 % de absorciéon de
higroscopico absorcion de|de agua |de agua | absorcion  de|agua
(hasta 90 % de|agua delicuescente delicuescente agua
humedad delicuescente
relativa)
indicaciones no Si si no No
para
polimorfismo

Ejemplo 2 - Datos de actividad bioldgica que caracterizan el compuesto | y su sal de citrato 1

Se realizaron experimentos para evaluar la actividad biologica del compuesto | y su sal de citrato 1. Se proporciona
mas abajo una descripcion de los procedimientos y resultados experimentales.

Parte I: Descripcién de los ensayos bioldgicos
Union a proteinas del plasma

Se usan celdas de dialisis de Teflon Dianorm (micro 0,2). Cada celda consta de una camara donante (es decir, una
camara de tampoén) y una aceptora (es decir, una camara de plasma), separadas por una membrana semipermeable
ultrafina con un limite de peso molecular de 5 kDa. Las soluciones madre para cada compuesto de prueba se preparan
en DMSO a 1 mM y se diluyen a una concentracion final de 1,0 uM. Se dispensan alicuotas de 200 ul de tampdn de
dialisis (fosfato de potasio 100 mM, pH 7,4) en la camara de tampon. Se dispensan alicuotas de 200 pl de solucion de
didlisis del compuesto de prueba en las camaras de plasma. La incubacion se lleva a cabo durante 2 horas bajo
rotacién a 37 °C. Mas tarde, el dializado se transfiere a tubos de reaccion. Los tubos para la fraccion de tampén
contienen 0,2 ml de acetonitrilo/agua (80/20 volumen/volumen). Se transfieren alicuotas de 25 pl del dializado de
plasma a placas de pocillos profundos y se mezclan con 25 ul de acetonitrilo/agua (80/20 volumen/volumen), 25 pl de
tampdn, 25 pl de solucion de calibracion y 25 pl de solucion de patrén interno. La precipitacion de proteinas se realiza
al anadir 200 pl de acetonitrilo. Se transfieren alicuotas de 50 pl del dializado de tampdn a placas de pocillos profundos
y se mezclan con 25 ul de plasma en blanco, 25 ul de solucién de patrén interno y 200 pl de acetonitrilo. El por ciento
de unidn se calcula con la férmula: % de unién = (concentracion en plasma - concentracion de tampdn / concentracion
en plasma) x 100.

Estabilidad metabdlica in vitro

La degradacion metabdlica del compuesto de prueba se analiza en una suspension de hepatocitos. Los hepatocitos
se incuban en un sistema tampon apropiado. Después de una incubacion previa (tipicamente) de 30 minutos en una
incubadora (37 °C, 10 % de COy), se afiaden 5 pl de solucién de compuesto de prueba (1 pM) en 395 pl de suspension
de hepatocitos (densidad celular en el intervalo de 0,25-5 Mio células/ml, tipicamente 1 Mio células/ml, concentracién
final de DMSO 0,05 %). Las células se incuban durante seis horas (incubadora, agitador orbital) y se toman muestras
(25l alas 0, 0,5, 1, 2,4 y 6 horas. Las muestras se transfieren a acetonitrilo y se sedimentan por centrifugacion (5
min). El sobrenadante se transfiere a una nueva placa de 96 pocillos, se evapora bajo nitrégeno y se resuspende. La
disminucion del compuesto original se analiza por HPLC-MS/MS. La CLint se calcula de la siguiente manera
CLINTRINSIC = Dosis/AUC = (C0/CD) / (AUD + clast k) x 1000/60. CO: concentracién inicial en la incubacion [uM],
CD: densidad celular de células vitales [10e6 células/ml], AUD: area bajo los datos [uM x h], clast: concentracion del
ultimo punto de datos [uM], k: pendiente de la linea de regresion para la disminucién del compuesto original [h-1]. La
depuracién intrinseca hepatica in vitro calculada puede ampliarse hasta la depuracién hepatica intrinseca in vivo y
usarse para predecir la depuracion hepatica de la sangre (CL) in vivo mediante el uso de un modelo de higado (modelo
del compartimiento bien agitado).

e CL_INTRINSIC_INVIVO [ml/min/kg] = (CL_INTRINSIC [pl/min/10e6 células] x hepatocelularidad [10e6 células/g
higado] x factor hepatico [g/kg peso corporal])/1000

e CL [mlI/min/kg] = CL_INTRINSIC_INVIVO [ml/min/kg] x flujo sanguineo hepatico [ml/min/kg] /
(CL_INTRINSIC_INVIVO [ml/min/kg] + flujo sanguineo hepatico [ml/min/kg])

Farmacocinética (experimentos con animales)

Se examind la farmacocinética del compuesto de prueba después de dosis Unicas intravenosas (IV) u orales (PO) en
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ratones hembra BALB/c (peso promedio: 25 g)
ratas macho Wistar(Han) (peso medio: 260 g)
Cerdos pequefios Gottingen macho y hembra (peso medio: 24 kg)
perros beagle machos (peso promedio: 15 kg)

Todas las especies no roedores fueron en ayunas durante la noche antes de la dosificacion, mientras que los ratones
y las ratas tenian comida y agua disponibles ad libitum. La dosis p.o. del compuesto se administré generalmente como
suspension en 0,5 % de Natrosol o como 0,5 % de Natrosol / 0,015 % de suspension en Tween 80. Para fines de
dosificacion i.v., las dosis se aplicaron como una solucién en NaCL al 0,9 %, o como una solucién que contenia 9,1 %
de ciclodextrina HP-beta en agua.

La sangre se recogi6é mediante muestreo venoso y remojo de la sangre en tubos recubiertos con EDTA. Se recogieron
muestras hasta 48 horas después de la administracion del compuesto de prueba. El plasma se separd luego por
centrifugacién (5 minutos por aproximadamente 9000 g a 4 °C). Para la determinacion del compuesto de prueba, el
plasma se transfirié a placas de PCR. Todas las muestras se almacenaron a aproximadamente -20 °C hasta la
bioanalitica. Las concentraciones del compuesto de prueba en plasma se determinaron por HPLC MS/MS. El limite
inferior de cuantificacion fue de entre 0,5 nmol/l y 1 nmol/l.

ensayo de canal hERG
Células:

Las células HEK 293 (de rifidn embrionario humano) se transfectaron de manera estable con ADNc de hERG. Las
células determinadas para usar en experimentos de fijacion de membranas se cultivaron sin antibiotico.

Pipetas y Soluciones

Las células se superfundieron con una solucién de bafio que contenia (mM): NaCl (137), KCI (4,0), MgClz (1,0), CaCl,
(1,8), Glucosa (10), HEPES (10), pH 7,4 con NaOH. Las pipetas de parche se hicieron de tubos de vidrio de borosilicato
(Hilgenberg, Malsfeld, Alemania) mediante el uso de un extractor horizontal (DMZ-Universal Puller, Zeitz-Instrumente,
Martinsried, Alemania) y se llenaron con una solucion de pipeta que contenia (mM): K-aspartato (130), MgClz (5,0),
EGTA (5,0), K:ATP (4,0), HEPES (10,0), pH 7,2 con KOH. La resistencia de los microelectrodos estaba en el intervalo
entre 2y 5 MQ.

Estimulacién y Registro:

Las corrientes de membrana se registraron mediante el uso de un amplificador de fijacion de membranas EPC-10
(HEKA Electronics, Lambrecht, Alemania) y el software PatchMaster (HEKA). Las sefales actuales fueron filtradas por
Bessel a 2,5 kHz antes de ser digitalizadas a 5 kHz.

Las corrientes de membrana mediadas por hERG se registraron tipicamente a 28 °C, mediante el uso de la técnica de
fijacion de membranas ajustado a la célula completa. Las células HEK293 transfectadas se fijaron a un potencial de
retencion de -60 mV y se obtuvieron corrientes de cola de inactivacion mediadas por hERG mediante el uso de un
patrén de pulso con amplitudes fijas (activacion/inactivacion: 40 mV durante 2000 ms; recuperacion: 120 mV durante
2 ms; rampa para 40 mV en 2 ms; corriente de cola de inactivacion: 40 mV durante 50 ms) repetido a intervalos de 15
s. Durante cada intervalo entre pulsos, se registraron 4 pulsos reducidos en un factor de 0,2 para un procedimiento de
sustraccion de fugas P/n. Se emple6 una compensacion de Rs hasta un nivel que permitio registrar de forma segura
sin timbres. Se registraron las Rs no compensadas restantes, asi como la temperatura real y la corriente de retencion.

Preparacion y aplicacion de compuestos:

Las concentraciones del elemento de prueba se aplicaron secuencialmente en cada una de las diferentes celdas
investigadas. Se midié un nivel estable de corriente de referencia durante al menos 90 s antes de la aplicacién de la
concentracion del primer articulo de prueba.

El item de prueba se disolvi6 en DMSO para producir una solucion madre de 1000 veces la concentracion final mas
alta. Esta solucion madre se diluyé mas en DMSO para almacenar soluciones de 1000 veces las concentraciones
finales restantes. Las diluciones finales en tampdn extracelular se prepararon en el momento a partir de estas
soluciones madre mediante un paso de dilucion 1:1000 cada una antes de comenzar los experimentos.

Analisis de los datos:

Las amplitudes de corriente pico se midieron 3 ms después de la rampa a +40 mV. Para la linea base y cada
concentracion, se promediaron las corrientes maximas de los tres ultimos barridos antes de la aplicacion de la siguiente
concentracién. Las corrientes residuales (I/lp) se calcularon para cada celda como la fraccién de la corriente pico
promedio real y la corriente pico promedio de la linea base. La inhibicion actual se expresé como (1 - I/lg) * 100 %. La
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inhibicién actual para todas las celdas se informa como media + DE. A partir de los datos de inhibicién de la corriente
media, el ICsq se estima en base a la ecuacion de Hill mediante el uso de un procedimiento de minimos cuadrados.

Ensayo de fosfolipidosis in vitro

1. Cultivo de células:

Linea celular: U937. Densidad celular: 0,5 Mio. células/ml. Cantidad de medio: 3 ml/pocillo.
2. Materiales y dispositivos:

- Frasco de cultivo de tejidos de halcon 175 cm?

- tubos de ensayo Sarstedt

- Microplacas de 6 pocillos

- flujo laminar

- centrifuga refrigerada

- pipetas

- Citémetro de flujo: Coulter Epics XL/MCL (Beckman Coulter Inc., Bullerton, California, Estados Unidos)
3. Medio y aditivos:

3.1 Preparacion de RPMI1640 con 10 % de FCS y 0,005 % de gentamicina:
Medios:

- VLE RPMI 1640 mediano (1x), almacenar a 2-8 °C

Aditivos:

- suero fetal bovino, almacenar a -20 °C
- Gentamicina, Gibco® Invitrogen, conc. 10 mg/ml (= solucion al 1 %)

Anada 56 ml de FCS y 2,6 ml de gentamicina a 500 ml de RPMI1640. Aimacene el medio listo para usara 2 - 8 °C.
3.2 Preparacion de la solucion de trabajo de formaldehido (conc. 3,7 %):

Diluir el formaldehido al 37 % en PBS 1 x (relacion de dilucion 1:10) para obtener una solucién de trabajo del 3,7 %,
que se almacena a 2-8 °C.

3.3  Tampédn

PBS-Dulbecco (1x) sin Ca?*, Mg?*. Almacenar a temperatura ambiente.

4. Tintes para tincién celular

41 tincién de células vivas:

4.1.1 Yoduro de propidio (PIl; Molecular Probes, Eugene, Oregén, Estados Unidos)

Soluciéon madre de PI: 1 mg/ml de PBS (almacenado a 4 °C en la oscuridad).

Solucién Pl lista para usar: solucién madre 1:100 diluida con PBS (recién preparada para cada experimento).
4.1.2 Rojo del Nilo (NR; Molecular Probes, Eugene, Oregon)

Solucién madre NR: 1 mg/ml de DMSO (almacenado a 4 °C en la oscuridad).

Solucién NR lista para usar para tincion de células vivas: soluciéon madre NR 1:100 diluida con PBS (recién preparada
para cada experimento).

4.2  tincion de células fijadas

Preparacion de la solucion madre de Rojo del Nilo (conc. 1 mg/ml): resuelva 1 mg de Rojo del Nilo en 1 mL 100%
DMSO, almacene a2 - 8 °C.
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Preparacion de la solucion de trabajo Rojo del Nilo para la tincion de células fijadas (conc. 1 pg/ml): solucion madre
diluida de Rojo del Nilo en PBS 1 x (relacion de dilucion 1:1000). La solucion de trabajo debe prepararse y usarse
inmediatamente antes de tefiir las células.

5. Siembra celular y tratamiento:
La siembra y el tratamiento celular pueden realizarse de la siguiente manera:

- resuelva los compuestos de prueba en DMSO al 100 % hasta la concentracion final de 100 veces y diluya segun
el experimento planeado.

- primero llene 30 pl de la solucidon madre en el pocillo relevante de la placa de 6 pocillos y resuspenda con 3 ml
de suspension celular/pocillo que contiene 0,5 Mio. células/ml (concentracion final DMSO = 1 %).

- use un pocillo por compuesto y concentracion

- incube 48 horas sin cambiar el medio a 37 °C, 5 % de CO; y 95 % de humedad relativa

6. Cosecha celular:
La recoleccion de células puede realizarse de la siguiente manera:

- transfiera la suspension celular en tubos Sarstedt (en hielo)

- centrifugacion: 4 min a 130 x g, 4 °C; desechar el sobrenadante

- resuspenda en 3 ml de PBS por tubo (helado)

- llene 1 ml de la suspensién celular en un tubo Sarstedt (en hielo) para la determinacion citométrica de flujo (0,5
ml para yoduro de propidio y 0,5 ml para tincién de células vivas de rojo del Nilo)

- centrifugacion del residuo: 4 min. a 130 x g, 4 °C; desechar el sobrenadante

- afada 1 ml de solucién de formaldehido al 3,7 % por tubo

- fijacién durante 30 minutos (células después de la fijacion a temperatura ambiente)

- centrifugacion: 4 min a 130 x g, RT; desechar el sobrenadante

- resuspenda cada tubo en 1,3 ml de solucién de trabajo Rojo del Nilo para la tincion de células fijadas

- incube el tinte por 5 minutos

- centrifugacion: 4 min a 130 x g, RT; desechar el sobrenadante

- resuspenda en 3 ml de PBS

- centrifugacion: 4 min a 130 x g, RT; desechar el sobrenadante

- resuspenda en 0,5 ml de PBS (= fraccion de células fijadas tefiidas con rojo de Nilo), determinacion de
fosfolipidosis mediante el uso de un método de citométrico de flujo

7. Tincion de células y medicion citométrica de flujo

Se preparan 3 x 0,5 ml de suspensiones de células a partir de cada muestra para la medicion de citometria de flujo
(células no fijadas para la determinacion de la viabilidad, células no fijadas y células fijadas para el analisis de
fosfolipidosis).

71 Tincion de Pl y medicién citométrica de flujo para la determinacién de viabilidad

Inmediatamente antes de la medicién, se afiaden por muestra 12,5 pl de la solucion de Pl lista para usar (0,5 ml de
suspension celular no fijada), que se mantienen en hielo durante otros 15 minutos antes de la medicién.

Por muestra, se analizan diez mil (10 000) células a una velocidad de flujo alta para el siguiente parametro:

- tiempo para medir 10 000 células, sin compilar
- dispersion directa (lineal) versus dispersion lateral (lineal), sin compilar
- fluorescencia amarilla (A = 568 - 590 nm; logaritmica) versus nimero de células (lineal), no compilada.

El tiempo para medir 10 000 células se correlaciona con la densidad celular en la muestra.

Las puertas de corte para la diferenciacion dependiente de fluorescencia entre células vivas y muertas se definen en
base al analisis del medio de cultivo celular mas las células de control expuestas al vehiculo. Las células con una
fluorescencia inferior al limite se definen como viables. La viabilidad absoluta de una muestra es la relacion de las
células viables con el numero total de células y se expresa como por ciento.

7.2 Tincion de rojo del Nilo y medicién citométrica de flujo para la determinacion de PL

7.2.1 Tincion de células vivas de Rojo del Nilo
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Inmediatamente antes de la medicion, se afiaden por muestra 50 pl de la solucién NR lista para usar para la tincién
de células vivas (0,5 ml de suspension celular no fijada). Las muestras se mantienen en hielo durante otros 5 min.
Posteriormente, se lavan una vez con 4 ml de PBS (4 °C, 250xG durante 8 minutos) y finalmente se resuspenden en
400 pl de PBS.

7.2.2 Tincion de células fijadas de Rojo del Nilo

Descripcion ver arriba (6. Cosecha celular). Tanto las células no fijadas tefiidas con rojo del Nilo como las células
fijadas tefiidas con rojo del Nilo se miden de acuerdo con el siguiente procedimiento.

Por muestra, se analizan 10 000 células a un caudal elevado para el siguiente parametro:

- dispersion directa (lineal) versus dispersion lateral (lineal), sin compilar
- fluorescencia verde (A = 504 - 541 nm; logaritmica) versus numero de células (lineal), no compilado
- fluorescencia roja lejana (A = 660 - 680 nm; logaritmica) versus numero de células (lineal), no compilada

8. Analisis de la sefial

Las muestras de viabilidad relativa inferior al 90 % se excluyen del analisis del potencial fosfolipidogénico de un
compuesto de prueba. Las muestras con una viabilidad entre 90 y 95 % se seleccionan para la evaluacion caso por
caso, dependiendo de la consistencia de todos los parametros analizados y la intensidad de fluorescencia absoluta.

Para todas las muestras con una viabilidad relativa al Control de > 90 % (basado en la exclusion de PI), la intensidad
de fluorescencia absoluta media después de la tincion NR se calcula para fluorescencia verde asi como también para
fluorescencia roja lejana.

Para cada canal, la intensidad de fluorescencia absoluta de una muestra especifica se correlaciona con la intensidad
de fluorescencia absoluta media de todo el medio de cultivo celular mas las células de control expuestas al vehiculo
del experimento respectivo. Por canal, la intensidad de fluorescencia relativa de una muestra es la relacion de la
intensidad de fluorescencia absoluta de esta muestra con la intensidad de fluorescencia absoluta media de los
controles, que se establece en 100, y se expresa como por ciento de la intensidad de fluorescencia de las células de
control.

9. Evaluacion de la fosfolipidosis

La evaluacion del potencial fosfolipidogénico de un compuesto de prueba se realiza de forma manual en funcién de
las intensidades de sefial en ambas longitudes de onda para las células fijadas, asi como para las células no fijadas.

Parte 1l: Resultados de los ensayos de actividad bioldgica para el compuesto | (base libre) y su sal de citrato 1

Las siguientes tablas resumen los datos bioldgicos sobre el compuesto | y su sal de citrato 1, segun se determina en
los ensayos como se describe anteriormente.

Union del compuesto | a proteinas del plasma in vitro.

Especies Raton Rata |Perro Cerdo - |Humano
pequeiio

Fraccion unida [%] 95,1 689 |704 (60,8 84,7

Fraccién sin unir[%] 49 31,1 29,6 (39,2 15,3

Estabilidad metabdlica in vitro del compuesto | en incubaciones de hepatocitos.

Especies Raton Rata Perro Cerdo ~ Humano
pequeiio

CL intrinseco, in vitro [ul/min/10e6 células] |16,4 8,77 3,15 2,73 4,11

CL, in vivo [ml/min/kg] 49 26 14 6,8 7,9
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Farmacocinética intravenosa del compuesto | en animales.

Especies Raton Rata Perro geec;ﬂgﬁo

Numero de animal/género n=2f n=2m n=3m n=1m/1f

Parametros PK intravenosos (valores medios)

Dosis IV (umol/kg) 10 5 5 5

AUC(0-inf) (nM-h) 1990 1490 5990 4310

CL (ml/min/kg) 86,0 56,1 14,0 20,0

Vss (ml/kg) 3,29 5,04 4,94 5,07

MRTaisp (h) 0,623 1,49 6,40 4,15

Farmacocinética oral del compuesto | en animales.

Especies Ratén Rata Perro Cerdo pequefio
Numero de animal/género n=3m/0f |n=3m/of n = 3m/of n = 3m/0f
Parametros PK orales (valores medios)
Dosis oral (umol/kg) 20 20 5 no hecho
Chax (NM) 974 580 317 no hecho
tmax (D) 1,00 1,50 0,917 no hecho
AUC(0-inf) (nM-h) 3160 2270 1500 no hecho
MRTiot (h) 3,99 5,49 577 no hecho
F (%) 79 38 25 No calculado

Farmacocinética oral de la sal de citrato 1 en ratas.

Especies

Rata

Numero de animal/género

n =3m/of

Parametros PK orales ° (valores medios)

Dosis oral (umol/kg) 20
Cmax (M) 454
tmax () 1,08
AUC(0-inf) (nM-h) 1710
MRTit (h) 3,3

Inhibicion de la corriente de potasio mediada por hERG

El compuesto | inhibi6 la corriente de potasio mediada por hERG con ICso > 30 uM (12 % de inhibiciéon a 10 uM, 28 %
de inhibicion a 30 uM).

Ensayo de fosfolipidosis in vitro

El compuesto | muestra la propension a ser fosfolipidogénico en el ensayo de fosfolipidosis in vitro; la concentracion
fosfolipidogénica mas baja del compuesto | en este ensayo in vitro es de 200 M.
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REIVINDICACIONES

Sal de citrato del compuesto I:

que tiene la formula

La sal de acuerdo con la reivindicacion 1 en forma cristalina.

La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacion 2, que muestra un patrén de difraccién de rayos X en polvo
que comprende picos en los siguientes valores de 2-zeta medidos mediante el uso de radiacién monocromatica
CuKa1 de A = 1,54056 A, 40 kV, 40 mA: 19,1° y 22,4°.

La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el patrén de difracciéon de rayos X en polvo
comprende ademas un pico a 12,2°.

La forma cristalina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en donde el patron de difraccion
de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 13,7°.

La forma cristalina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde el patrén de difraccion
de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 14,6°.

La forma cristalina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde el patron de difraccion
de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 18,7°, en donde opcionalmente

(i) el patrén de difraccion de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 24,6° y/o
(i) el patrén de difraccion de rayos X en polvo comprende ademas un pico a 26,3°.

La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacion 2, que exhibe un patrén de difraccion de rayos X en polvo
que comprende picos en los siguientes valores 2-zeta medidos mediante el uso de radiacidn monocromatica
CuKa1 de A =1,54056 A, 40 kV, 40 mA: 12,2+ 0,2,13,7+0,2, 14,6 £0,2, 19,1 0,2y 22,4 £ 0,2.

La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacion 2, que exhibe un patrén de difraccion de rayos X en polvo
que comprende picos en los siguientes valores 2-zeta medidos mediante el uso de radiacién monocromatica
CuKa1 de A = 1,54056 A, 40 kV, 40 mA: 12,2 £ 0,2, 13,7 £ 0,2, 14,6 £ 0,2, 18,7 £ 0,2, 19,1 £ 0,2, 22,4 £ 0,2,
246+0,2y26,3+0,2.

La forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en donde la intensidad relativa
del pico en dichos angulos de difraccion 2-zeta es al menos 10 %.

La forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en donde la intensidad relativa
del pico en dichos angulos de difraccion 2-zeta es al menos 15 %.
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rayos X en polvo sustancialmente como se muestra en la Figura 2.

La forma cristalina de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la forma exhibe el siguiente patron de difraccion
de rayos X en polvo expresado en términos de angulo de difraccién 26, distancias d inter-planares e intensidad

relativa (expresada como un por ciento con respecto al pico mas intenso):

2-zeta[°] |valord [A] Intensidad I/l, [%]
4,36 20,24 17
12,17 7,27 41
12,51 7,07 6
13,13 6,74 7
13,66 6,48 39
14,20 6,23 14
14,60 6,06 32
15,03 5,89 5
15,25 5,81 4
15,97 5,54 11
16,51 5,37 13
17,05 5,20 13
17,54 5,05 4
17,88 4,96 5
18,65 4,75 22
19,05 4,66 100
19,68 4,51 11
20,42 4,35 6
20,84 4,26 4
21,25 4,18 3
21,90 4,06 5
22,42 3,96 92
23,19 3,83 9
23,70 3,75 16
24,34 3,65 4
24,56 3,62 23
24,89 3,57 16
25,20 3,53

25,36 3,51

25,67 3,47 6
26,26 3,39 23
26,59 3,35 12
27,51 3,24 6
27,71 3,22 6
28,01 3,18 7
28,23 3,16 5
28,57 3,12 3
29,44 3,03 12
30,15 2,96 4
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La forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, en donde la forma tiene un
espectro Raman que comprende picos en uno cualquiera o todos de los siguientes desplazamientos Raman
expresados en nimeros de onda en cm™: 1718, 1242, 731, 662, 553.

La forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 14, en donde la forma tiene

(i) un punto de fusiéon de 212+5°C o
(i) una curva de calorimetria diferencial de barrido sustancialmente igual a la mostrada en la Figura 3.

Una composicion farmacéutica que comprende la sal de acuerdo con la reivindicaciéon 1 junto con uno o mas
portadores y/o diluyentes inertes.

Una composicién farmacéutica que comprende la forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 7 o una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15 junto con uno o mas portadores y/o
diluyentes inertes.

Una composicién farmacéutica que comprende la forma cristalina de acuerdo con la reivindicacion 8 junto con
uno o mas portadores y/o diluyentes inertes.

La sal de acuerdo con la reivindicacion 1 o la forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 15, para usar como un medicamento.

La sal de acuerdo con la reivindicacion 1 o la forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 15, para usar en el tratamiento de una afeccién seleccionada de dolor, osteoartritis,
nefropatia diabética y polineuropatia diabética.

La sal de acuerdo con la reivindicacion 1 o la forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 15, para usar en el tratamiento del dolor.

La sal de acuerdo con la reivindicacion 1 o la forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 15, para usar en el tratamiento del dolor inflamatorio, dolor crénico, osteoartritis, dolor
neuropatico o dolor visceral.

La sal de acuerdo con la reivindicacion 1 o la forma cristalina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 15, para usar en el tratamiento de

(i) una afeccion seleccionada del grupo que consiste en dolor del musculoesquelético agudo y crénico de
leve a moderado, dolor lumbar, dolor lumbar crénico, dolor relacionado con la artritis reumatoide, dolor de
hombro, dolor dental, signos y sintomas de osteoartritis, osteoartritis de rodilla, osteoartritis de la cadera,
osteoartritis de la mano, dolor asociado con la osteoartritis, dolor por cancer, polineuropatia diabética, dolor
visceral, dolor agudo, nefropatia diabética y dolor neuropatico,

(i) neuralgia del trigémino, o

(iii) El dolor debido a las lesiones nerviosas provocadas por la quimioterapia.

Un método para preparar el compuesto 1

que comprende las siguientes etapas:

a) adicidn de acido citrico a una solucién del compuesto |
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en un solvente organico; y

b) aislamiento de la sal 1 que resulta en forma pura; en donde opcionalmente el solvente organico en la
etapa a) se selecciona del grupo que consiste en acetato de etilo, isopropanol y una mezcla de isopropanol

y agua.
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flujo de calor [mW]
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Figura 5
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flujo de calor [mW]

ES 2811098 T3

Figura 6
1 T . ————— . — 102
“.TG - 100
04N\~ DSC
-1 -
24 exo
endo ‘]
-3 +———r—————7——————1———r——————— 90
50 100 150 200 250 300

temperatura [°C]

41

[¢,] osad ap epipiad



cambio de peso [%]

24
22
20
18
16
14
12
10

o N A~ O

ES 2811098 T3

Figura 7

sorcion

desorcion

20

30

40

50

60

humedad relativa [%]

42

70

80

90

100



intensidad [cps]

ES 2811098 T3

Figura 8

3000

2500

2000 -

1500 -

1000 -

500

15 20
2-zeta [°]

43

25

30

35

40



ES 2811098 T3

Figura 9

<z

Pérdida de peso [%]

£
&
T o T

I

temperatura [°C]

fosd
= W2

T
50

| ' I ' I

soe} L5 o\

[Mw] 10je2 ap ofnyy

44



Cambio de peso (% d.b.)

ES 2811098 T3

Figura 10

45,00
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 1
15,00 -
10,00 |

5,00 1

0,00

-5,00

sorcion
--------- desorcion

10 20 30 49 50 88
Humedad relativa (%)

45

80

90

100



intensidad [cps]

ES 2811098 T3

Figura 11

6000 -

5000

4000 ~

3000

2000 -

1000 -

L

46

20
2-zeta [°]

25

30

35

40




flujo de calor [mW]

ES 2811098 T3

Figura 12
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Figura 16
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