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DESCRIPCION

Mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
hidratos y polimorfos del mismo y formulaciones que comprenden estas formas

La presente invencion se refiere a nuevas formas de sal de mesilato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, a hidratos y polimorfos de una nueva sal de este
tipo y a nuevas formulaciones que comprenden tales sales.

La familia de chaperonas Hsp90 est4 comprendida por cuatro miembros conocidos: Hsp90a y Hsp90pB, ambos en el
citosol, grp94 en el reticulo endoplasmico, y trap-1 en la mitocondria. Hsp90 es una chaperona celular abundante
requerida para el repliegue dependiente del ATP de las proteinas desnaturalizadas o “desplegadas”, y para la
maduracion conformacional de una variedad de proteinas clave implicadas en la respuesta de crecimiento de la
célula a los factores extracelulares. Estas proteinas, que se denominan como proteinas cliente, incluyen los
receptores de esteroides, asi como diversas proteinas cinasas. Hsp90 es esencial para la sobrevivencia celular
eucaribtica, y se sobreexpresa en muchos tumores. Las células cancerosas parecen ser sensibles a la inhibicién
transitoria de la actividad de ATPasa de Hsp90, sugiriendo que los inhibidores de Hsp90 podrian tener un potencial
como nuevos farmacos anticancerigenos. Cada miembro de la familia Hsp90 tiene un sitio de union de ATP
conservado en su dominio N-terminal, que se encuentra en otras pocas proteinas de unién de ATP. La débil
actividad de la ATPasa de Hsp90 se estimula después de su interaccién con diversas proteinas co-chaperonas.
Varios compuestos naturales, tales como geldanamicina o radicicol, se unen al sitio de unién de ATP de Hsp90,
inhibiendo su actividad de ATPasa. En los sistemas celulares e in vivo, estos farmacos, al unirse a Hsp90, impiden el
pliegue de las proteinas cliente, que entonces se degradan en el proteasoma. La 17-alil-amino-17-desmetoxi-
geldanamicina (17-AAG), un derivado de geldanamicina, se somete a prueba en estudios clinicos de fase I. Las
experiencias clinicas iniciales con la 17-AAG han ofrecido una evidencia preliminar de que pueden alcanzarse
concentraciones del farmaco asociadas con la actividad en sistemas pre-clinicos en seres humanos con una
toxicidad tolerable, y han proporcionado una primera evidencia de la modulacién objetivo en al menos ciertos
compartimientos tumorales y sustitutos. La toxicidad limitante de la dosis de la 17-AAG es la toxicidad hepatica. La
pobre solubilidad de la 17-AAG la hace dificil de formular/administrar, y es dificil su sintesis (en general se obtiene
mediante fermentacién). Por consiguiente, se necesitan compuestos alternativos con mejores propiedades
fisicoquimicas, y quizas de una especificidad mas alta (la 17-AAG inhibe los cuatro paralogos de Hsp90). El
documento WO 2004/072051 da a conocer tales compuestos alternativos, mas especificamente una serie de
derivados de isoxazol con propiedades de inhibicion para las proteinas de choque térmico.

La etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico es un
inhibidor de Hsp90 descrito en el documento WO 2004/072051 (ejemplo 78). El compuesto puede prepararse, por
ejemplo, tal como se da a conocer en esta publicacion. La etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico es un compuesto poco soluble en agua, que muestra una solubilidad
en agua de menos de 0,1 mg/ml. La solubilidad de la base libre en HCI 0,1N es de aproximadamente 1 a 2,5 mg/ml.
Adicionalmente, la base libre es ligeramente higroscopica, mostrando una maxima absorcion del 1,8% de agua con
una humedad relativa del 80% (r. h.) a 25°C.

Sorprendentemente, se encontraron nuevas formas de sal de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-
4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, incluyendo la sal de clorhidrato, tartrato, fosfato, hemi-fumarato y
mesilato. Se encontr6 que estas sales y la base libre son cristalinas, haciendo que estas formas sean
particularmente adecuadas para el desarrollo farmacéutico.

No se encontr6 que el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico ni el clorhidrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico fueran higroscépicos.

Adicionalmente, se encontré que el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-
il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico es superior, comparandose con la base libre, asi como con otras sales en cuanto
a solubilidad. Ademas de la ventaja de presentar una alta solubilidad en agua, la sal de mesilato también es
adecuada para fabricarse de una manera reproducible en una clara razén de acido/base. Este hallazgo hace que la
sal de mesilato sea particularmente adecuada para el uso en formulaciones liquidas para administraciéon oral, asi
como para formulaciones intravenosas.

Todas las sales de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico muestran una solubilidad mas alta, comparandose con la base libre.

La solubilidad de la sal de clorhidrato en agua es de 2,5 - 5 mg/ml; a un pH de 5 es de aproximadamente 1 - 2,5
mg/ml, y es menor de 1 mg/ml en HCI 0,1N.
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La solubilidad de la sal de tartrato en agua es mayor de 2 mg/ml.
La solubilidad de la sal de fosfato en agua es de aproximadamente 0,5 - 1,0 mg/ml.
La solubilidad de la sal de hemi-fumarato en agua es de aproximadamente 0,1 - 0,25 mg/ml.

La solubilidad de la sal de mesilato a un pH de 5 es de aproximadamente 1 - 2,5 mg/ml, y de 10 - 20 mg/ml en HCI
0,1N. Se encontro que la solubilidad en agua a un pH de 4 es de 33,5 mg/ml.

Ademas de lo anterior, se ha encontrado que el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, puede obtenerse en forma de hidratos. La modificacion A es una
forma anhidra del mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico, y las formas Ha y Hg son las formas hidratadas del mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Como un aspecto adicional de la presente invencion, se ha encontrado que pueden obtenerse diferentes formas
cristalinas de la base libre y de la sal de mesilato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Finalmente, se encontré que la forma cristalina del clorhidrato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico no cambiaba mediante su equilibrio en suspensién sobre un
intervalo de condiciones aplicadas. La falta de polimorfismo es una propiedad benéfica para una forma sélida
disefiada para desarrollarse como medicamento.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a nuevas sales de etilamida del &cido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, concretamente a mesilato de etilamida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y la presente
descripcion describe adicionalmente clorhidrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-
4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, tartrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-
il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, fosfato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y hemi-fumarato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere a nuevas formas cristalinas e hidratos del mesilato de
etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Adicionalmente, la presente invencién se refiere al uso de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (y adicionalmente la presente descripcion describe el uso de
clorhidrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
tartrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico,
fosfato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y
hemi-fumarato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico) para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno mediado por Hsp90.

Los términos generales usados anteriormente en el presente documento y mas adelante en el presente documento,
preferiblemente, dentro del contexto de esta descripcién, tienen los significados, a menos que se indique de otra
manera.

La expresion “trastornos mediados por Hsp90”, tal como se usa en el presente documento, indica trastornos, tales
como enfermedades tumorales, que resultan de la sobreexpresion, activacion o mala regulacion de Hsp90, o en los
gue esta sobreexpresion, activacion o mala regulacién tiene un papel prominente.

La expresién “libre de cualquier otra sal”, tal como se usa en el presente documento, significa que no hay sales
derivadas de acidos inorganicos u organicos, tales como cloruro de sodio, como agente isotdnico, ni cualesquiera
sales reguladoras del pH presentes. Se observé que, en la presencia de estas otras sales, se forman los cristales
mas pronto o mas tarde, que hace que la disolucién del mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico sea inestable, y que es en particular un riesgo inaceptable
para una formulacion disefiada para usarse para la administracion intravenosa.

La expresion “quimicamente estable”, tal como se usa en el presente documento, significa que la etilamida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico no experimenta reacciones
guimicas, tales como solvdlisis, en especial no experimenta hidrélisis, reconfiguraciones ni oxidaciones.
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Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1 a 13 son diagramas de difraccion de rayos-X de las formas cristalinas de la base libre, la sal de acido
metanosulfénico, la sal de acido clorhidrico, la sal de acido tartarico, la sal de acido fosférico, y la sal de acido
fumérico de la etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico. En los diagramas de rayos-X, los angulos de refraccion 2-theta se representan sobre el eje horizontal
(eje-x), y la intensidad de linea relativa (intensidad pico corregida por el fondo) sobre el eje vertical (eje-y). Los
patrones de difraccion en polvo de rayos-X se miden con una fuente de radiacion de Cu Ka (radiacion Kal, longitud
de onda A = 1,54060 Angstrém).

La figura 1 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la base libre de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma I.

La figura 2 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la base libre de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma Il.

La figura 3 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la base libre de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma IIl.

La figura 4 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la base libre de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma IV.

La figura 5 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la base libre de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma V.

La figura 6 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la base libre de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, forma VII.

La figura 7 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la forma | de la sal de acido metanosulfénico de la
etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La figura 8 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la forma de hidrato HA de la sal de &cido
metanosulfonico de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

La figura 9 muestra el diagrama de difracciéon de rayos-X de la forma de hidrato HB de la sal de &acido
metanosulfonico de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

La figura 10 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la sal de acido clorhidrico de la etilamida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La figura 11 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la sal de &cido tartarico de la etilamida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La figura 12 muestra el diagrama de difraccion de rayos-X de la sal de &cido fosférico de la etilamida del &cido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

La figura 13 muestra el diagrama de difraccién de rayos-X de la sal de acido hemi-fumarico de la etilamida del acido
5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

En una realizacion preferida, la forma | de la sal de acido metanosulfonico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico pura muestra el diagrama de difraccién de rayos-X
indicado en la figura 7.

También se da una alta preferencia para la forma | de la sal de acido metanosulfonico de la etilamida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de
difraccion de rayos-X del tipo mostrado en la figura 7, con intensidades pico significativas en los valores de 2-theta:
16,7, 19,4, y 22,7 + 0,2 grados. En las muestras que estan libres de cualquier material adicional (otras formas de
cristal, hidratos, excipientes), debe ser posible observar los siguientes valores de 2-theta: 8,0, 11,9, 13,9, 14,2, 16,7,
18,5, 19,4, 22,7, 23,3 + 0,2 grados.

En otra realizacion preferida, la forma Ha de la sal de acido metanosulfénico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
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isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, muestra el diagrama de
difraccién de rayos-X indicado en la figura 8.

También se da una alta preferencia para la forma Ha de la sal de acido metanosulfonico de etilamida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de
difraccion de rayos-X del tipo mostrado en la figura 8, con intensidades pico significativas en los valores de 2-theta:
18,1y 20,5 + 0,2 grados. En las muestras que estan libres de cualquier material adicional (otras formas de cristal,
anhidrato, excipientes), debe ser posible observar los siguientes valores de 2-theta: 11,0, 11,6, 14,1, 18,1, 20,1,
20,5, 21,1, 21,7, 21,9, 25,8 £ 0,2 grados.

En otra realizacion preferida, la forma Hg de la sal de &cido metanosulfénico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, muestra el diagrama de
difraccién de rayos-X indicado en la figura 9.

También se da una alta preferencia para la forma Hg de la sal de acido metanosulfénico de la etilamida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de
difraccion de rayos-X del tipo mostrado en la figura 9, con una intensidad pico significativa en el valor de 2-theta de
25,4 + 0,2 grados. En las muestras que estan libres de cualquier material adicional (otras formas de cristal,
anhidrato, excipientes), debe ser posible observar los siguientes valores de 2-theta: 6,2, 10,1, 12,6, 14,5, 18,0, 18,5,
19,0, 20,4, 20,9, 21,8, 22,2, 25,4 + 0,2 grados.

La presente descripcién también describe la sal de &cido clorhidrico de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, que muestra el diagrama de
difraccién de rayos-X indicado en la figura 10.

La presente descripcion también describe la sal de &cido clorhidrico de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de difraccion de rayos-X
del tipo mostrado en la figura 10.

La presente descripcion también describe la sal de acido tartarico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, que muestra el diagrama de difraccién
de rayos-X indicado en la figura 11.

La presente descripcion también describe la sal de acido tartarico de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de difraccion de rayos-X
del tipo mostrado en la figura 11.

La presente descripcion también describe la sal de acido fosférico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, que muestra el diagrama de difraccion
de rayos-X indicado en la figura 12.

La presente descripcién también describe la sal de &cido fosférico de la etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de difraccion de rayos-X
del tipo mostrado en la figura 12.

La presente descripcion también describe, la sal de acido fumarico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico esencialmente pura, que muestra el diagrama de difraccion
de rayos-X mostrado en la figura 13.

La presente descripcién también describe la sal de acido fumarico de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que muestra un diagrama de difraccion de rayos-X
del tipo mostrado en la figura 13.

El término “esencialmente pura” se entiende en el contexto de la presente invencién para significar en especial que
al menos el 90, preferiblemente al menos el 95, y lo mas preferiblemente al menos el 99% en peso de los cristales
de una sal de adicion de acido de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico estan presentes en forma cristalina segun la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una nueva formulacion que comprende el mesilato de
etlamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico. = Mas
especificamente, la presente invencion proporciona una disolucién acuosa que comprende el mesilato de etilamida
del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que esta libre de
cualquier otra sal. Preferiblemente, la disolucién acuosa tiene un pH de entre 3,2y 5,2.
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Preferiblemente, la formulacion comprende entre aproximadamente 4,8 y 5,2 mg/ml de disolucién, mas
preferiblemente 5,0 mg/ml de disolucion, del mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico. El pH de una disolucion de este tipo es de aproximadamente 4,2, y
por tanto, esta en el maximo de estabilidad de la sal de mesilato. Este hallazgo sorprendente hace que la disolucion
sea particularmente adecuada para el uso farmacéutico. En particular, permite usar la disolucién sin ningin otro
excipiente, tal como tampones, para estabilizar la sustancia farmacoldgica. Adicionalmente, en vista de su alta
estabilidad, la disolucion que comprende entre aproximadamente 4,8 y 5,2 mg/ml de disolucién de mesilato de
etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico  puede
someterse a un autoclave (por ejemplo, mediante calentamiento a aproximadamente 120°C, durante de 20 a 40
minutos, por ejemplo durante 30 minutos, bajo una presion de aproximadamente 2 bar), sin provocar cambios de
color ni productos de degradacion.

En una realizacion, la formulacion consiste en la sal de mesilato de una disolucién acuosa isoténica de etilamida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y el 5% p/p de glucosa o
manitol. La Ultima realizacion tiene la ventaja adicional de que puede evitarse la formacion de cristal inclusive
después de un tiempo de almacenamiento mas largo, por ejemplo, varios meses. Ademas, la sal de mesilato es
guimicamente estable en esta formulacion. Adicionalmente, el pH de una disolucién de este tipo impide reacciones
de Maillard durante el paso por autoclave de la disolucién con glucosa al 5%, lo cual conduciria a una decoloracion a
un pH neutro.

En vista de los hallazgos sorprendentes mencionados anteriormente, la presente invencién proporciona

« una formulacién que comprende el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-
il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que preferiblemente es una disoluciéon acuosa que comprende el mesilato de
etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que esta libre
de cualquier otra sal, que tiene preferiblemente un pH de entre 3,2y 5,2;

« en particular una formulacién que consiste en una disolucién acuosa isoténica de la sal de mesilato de etilamida del
acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y el 5% p/p de glucosa o
manitol;

e y en particular una formulacién acuosa que comprende el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico en una concentracion de entre aproximadamente
4,8y 5,2 mg/ml.

La disolucion acuosa descrita anteriormente en el presente documento es particularmente Util para la administracion
intravenosa del mesilato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

Adicionalmente, se encontré sorprendentemente que el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-
fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico es sensible a la luz como un sdlido, asi como en disolucion.
Por tanto, en una realizaciéon adicional, la presente invencion proporciona recipientes de vidrio ambar que se cargan
con la sustancia farmacoldgica o las formulaciones acuosas descritas anteriormente en el presente documento.
Ademas, la presente descripcion describe un método para tratar un trastorno mediado por Hsp90 que comprende
administrar a un animal de sangre caliente que lo necesita una cantidad terapéuticamente activa del mesilato de
etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, o del
clorhidrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Las temperaturas se miden en grados Celsius (°C). A menos que se indique de otra manera, las reacciones tienen
lugar a temperatura ambiente.

Abreviaturas
EtOAc acetato de etilo.
r. h. humedad relativa.

RT temperatura ambiente.
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TBME Terc-butil metil éter.

Ejemplo de referencia 1: Sal de acido clorhidrico de la etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico

Se disuelve etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico
(4,19 g, 19 mmol) en alcohol absoluto (19,7 ml) bajo calentamiento suave. Después de agitar durante 5 min., se
afiade acido clorhidrico 6 N (1,5 ml, 9 mmol) a TA (aproximadamente 25°C). Se siembra la disolucién transparente
con una cantidad muy pequefia de sal de acido clorhidrico de la etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-
4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, y se afiade acetato de etilo (2 ml), sobre lo cual, la mezcla se
hace turbia lentamente. Después de 1 hora, se afiade en porciones EtOAc (5 ml), y se agita la suspension a
temperatura ambiente durante la noche. Se afiade mas EtOAc (2 ml). Se agita la suspension durante
aproximadamente 5 horas, y se filtra. Se lava la torta de filtro con alcohol absoluto/EtOAc, 1:1 (v/v), y se seca
durante 16 horas a 45°C bajo presion reducida, para dar como resultado el compuesto del titulo como un polvo
blanco. Punto de fusién (DSC): 237°C.

Ejemplo 2: Mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico - Condiciones (A).

Se calienta una suspension con agitacion de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (7,76 g, 15 mmol, conteniendo aproximadamente el 9% en peso de TBME en
acetona (15 ml) hasta 35°C. A la mezcla se le afiade una disolucion de acido metanosulfénico (1,43 g, 14,85 mmol)
en agua (3,33 g) durante 20 minutos. Después de 15 minutos, se calienta la disolucién hasta 45°C, y se clarifica por
filtracion en un matraz caliente (aproximadamente 45°C). Se aclara el filtro con acetona/agua, 9:1 (v/v, 12 ml). Se
diluye el filtrado caliente a 45°C con acetona (53 ml) durante 30 minutos, y se siembra con la sal del acido
metanosulfonico de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico (4 mg), sobre lo cual empieza la cristalizacion. Después de 1 hora a 45°C, se afiade acetona (30 ml). Se
agita la suspensién a 45°C durante 1 hora, antes de enfriarse a 24°C durante 90 minutos. Se afiade TBME (20 ml), y
se agita la suspension a aproximadamente 24°C durante 15 horas. Se afiaden dos porciones mas de TBME (20 ml
cada una), seguidas por 2 horas de agitacion cada vez. Posteriormente, se enfria la suspension hasta 0-5°C, y se
agita durante 3 horas antes de filtrarse. Se lava la torta de filtro con acetona/terc-butil metil éter, 3:1 (v/v), y se seca
bajo presién reducida a 50°C durante aproximadamente 17 horas, para dar 7,18 g (85%) del compuesto del titulo
como un polvo cristalino blanco.

Punto de fusion: 233°C.

Cuando se omite la siembra, los cristales formados son de la misma forma, pero pueden contener hasta el 1,5% en
peso de acetona.

Ejemplo 3: Mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico - Condiciones (B).
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Se disuelven 186,2 mg (0,4 mmol) del &cido metanosulfonico de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-
4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, en 0,75 ml de acetona. Se afiaden 154 mg de una disolucion
acuosa (al 25% p/p) de acido metanosulfénico (0,4 mmol) a temperatura ambiente, dando como resultado una
disolucion azul. Después de agitar durante 2 horas, se afiaden 3,5 ml de acetona y 0,5 ml de TBME. Después de
que la disolucién se agita durante 12 horas adicionales, se afiaden lentamente 3,5 ml adicionales de TBME, y se
continda la agitaciéon durante 12 horas adicionales. Se filtra la emulsion obtenida, y se lava el sélido obtenido con
0,5 ml de TBME. Se seca el sélido durante 16 horas a 50°C a 20 mbar, para proporcionar 180 mg del compuesto del
titulo.

Ejemplo 4: Higroscopicidad de la base libre, la sal de 4cido metanosulfénico, y la sal de clorhidrato de la etilamida
del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Se mide la higroscopicidad usando un aparato Dynamic Water Sorption (DVS). Se realizan las mediciones a 25°C,
utilizando aproximadamente de 8 a 10 mg de sustancia. Se cambia la h.r. en etapas del 10% de h.r. tal como sigue:
40 - 0 - 95 - 0 - 40% de humedad relativa. El tiempo de fase minimo es de 60 minutos, y el maximo de 180 minutos;
si el cambio en la masa de 10 minutos es menor del 0,002%/minuto, se cambia la h.r. hasta la siguiente etapa.

Se encontrd que ni el mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico ni el clorhidrato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico eran higroscépicos. La base libre es altamente higroscdpica, mostrando una maxima
absorcion del 1,8% de agua con una humedad relativa del 80% (r. h.) a 25°C.

Ejemplo 5: Fabricacion de 50 mg/10 ml de liquido en una ampolla de mesilato de etilamida del &cido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Se disuelven 391,95 g de la sal de mesilato AUY922 (que corresponde a 325 g de la base libre), y 3,25 kilogramos
de glucosa, en 65 litros de agua para inyeccion. Se obtiene una disolucion de incolora a ligeramente amarillenta con
una densidad de 1,018 + 0,005 g/ml a 20°C, una osmolaridad de 315 + 15 mOsm/kilogramo, y un pH de 4,2 + 1,0. Se
filtra la disolucion a través de 0,22 um. Se cargan 10,5 + 0,4 ml de la disolucion en una ampolla de vidrio &mbar. Se
sella la ampolla bajo una atmésfera de nitrégeno, y se pasa por autoclave durante 30 minutos a 121°C.

Ejemplo 6: Dilucion de 50 mg/10 ml del concentrado del ejemplo 5.

Se diluyen 10 ml de la ampolla de 50 mg/ml del ejemplo 5 con 250 ml de la disolucion de glucosa al 5%
comercialmente disponible, y se administran por medio de una linea de infusién gravimétrica por via intravenosa al
paciente.

Ejemplo 7: Solubilidad del mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico

Se determind la solubilidad de la sal de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-
morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico (AUY922) en diferentes medios acuosos, y se encontré que es tal
como sigue:

Agua (pH de la disolucion saturada = 3,6), 37,5 mg/ml; disolucién de NaCl al 0,9%, 12,8 mg/ml; disolucion de
glucosa al 5%, 39 mg/ml; disolucién de manitol al 5%, 39 mg/ml; disolucién de glucosa al 5%, pH de 4, 35,6 mg/ml;
disolucion de glucosa al 5%, pH de 7, 37,5 mg/ml; disoluciones tampén, pH de 4,0 (tampo6n acetato), 14,6 mg/ml; pH
de 5,0 (tampén acetato), 3,2 mg/ml; pH de 6,0 (tampén fosfato), 0,6 mg/ml; pH de 7,0 (tampdn fosfato), 0,7 mg/ml;
pH de 8,0 (tamp6n borato), 1,8 mg/ml.

Se encontraron altas solubilidades en las disoluciones de glucosa y manitol. En las disoluciones tamponadas a un
pH de 4, se condujo a solubilidades mas altas.

Ejemplo 8: Pruebas de tension en disoluciones o suspensiones de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

Se determind la estabilidad de la sal de mesilato AUY922 en diferentes medios acuosos en condiciones de tension
(4 semanas a 50°C), y se encontré el siguiente aspecto/recuperacién de contenido/suma de subproductos de
degradacion:

Agua: Disolucién incolora/97,0%/0,32%; NaCl al 0,9%: disolucién incolora/98,5%/0,34%; disolucion de glucosa al
5%: disolucion incolora/99,6%/0,34%.
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Disoluciones tampén, pH de 1,0 (HCI): disolucion incolora/96,7%/2,83%; pH de 2,0 (tampdn citrato): disolucién
incolora/97,8%/0,58%; pH de 3,0 (tampdn citrato): disolucién incolora/99,2%/0,47%; pH de 4,0 (tampdn acetato):
disolucion incolora/100,5%/0,36%; pH de 5,0 (tampdn acetato): disolucién incolora/99,1%/0,50%; pH de 6,0 (tampdn
fosfato): suspensioén incolora/96,2%/0,49%; pH de 6,8 (tampdn fosfato): suspension incolora/96,3%/0,79%; pH de 8,0
(tampon borato): suspension incolora/88,5%/0,26%.

Estos datos demuestran la maxima estabilidad de la sal de mesilato de AUY922 a un pH de 4. Ademas, se demostré
que la disolucién de glucosa al 5% daba como resultado la maxima estabilidad, comparandose con otros medios
acuosos.
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REIVINDICACIONES

1. Mesilato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-
carboxilico.

2. Forma cristalina de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-
isoxazol-3-carboxilico.

3. Forma cristalina segun la reivindicacién 2, que es un anhidrato de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-
5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

4. Forma cristalina | de anhidrato de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-
il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico que tiene un patrén de difraccion de rayos-X, expresado en cuanto a valores de 2
theta, que comprende picos a 8,0, 11,9, 13,9, 14,2, 16,7, 18,5, 19,4, 22,7, 23,3 £ 0,2 grados.

5. Forma cristalina segun la reivindicacién 2, que es un hidrato de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-
isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico.

6. Forma de hidrato Ha de mesilato de etilamida del &cido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico que muestra un diagrama de difraccion de rayos-X, expresado en cuanto a valores de 2
theta, que comprende picos a 11,0, 11,6, 14,1, 18,1, 20,1, 20,5, 21,1, 21,7, 21,9, 25,8 + 0,2 grados.

7. Forma de hidrato Hg de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-
fenil)-isoxazol-3-carboxilico que muestra un diagrama de difraccién de rayos-X, expresado en cuanto a valores de 2
theta, que comprende picos a 6,2, 10,1, 12,6, 14,5, 18,0, 18,5, 19,0, 20,4, 20,9, 21,8, 22,2, 25,4 + 0,2 grados.

8. Formulaciéon que comprende mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-
metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico que es una disolucion acuosa que comprende mesilato de etilamida del acido 5-
(2,4-dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico, que esta libre de cualquier otra sal,
que tiene un pH de entre 3,2y 5,2.

9. Formulacion que consiste en una disolucién acuosa isoténica de la sal de mesilato de etilamida del acido 5-(2,4-
dihidroxi-5-isopropil-fenil)-4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-isoxazol-3-carboxilico y el 5% p/p de glucosa o manitol.
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