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DESCRIPCION

Sales de (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-
carboxilato de metilo

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a sales farmacéuticamente aceptables de (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-
butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilato de metilo y a procedimientos de
preparacion de las mismas, asi como a su utilizacién para la preparacién de medicamentos antidiabéticos.

Antecedentes de la invencion

Los datos de la OMS pusieron de manifiesto que la tasa de morbilidad, la tasa de discapacidad y la tasa de
mortalidad para la diabetes mellitus, asi como el nivel de salud general de los pacientes que padecen dicha afeccion,
habia alcanzado ya el tercer lugar entre las enfermedades no infecciosas; la diabetes, los tumores y las
enfermedades cardiovasculares eran las tres principales enfermedades que ponian en peligro la salud humana. La
diabetes mellitus suele clasificarse en diabetes de tipo 1 y diabetes de tipo 2; existen mas de 240 millones de
pacientes con diabetes, y el 90% de los mismos padecen la diabetes de tipo 2, que ademas presenta una tasa de
crecimiento anual del 1%, de modo que la diabetes de tipo 2 serd el nuevo punto principal de crecimiento del
mercado de los farmacos antidiabéticos. La incidencia de la diabetes en China es aproximadamente del 5%, con un
namero de pacientes que ocupa el segundo lugar en el mundo, por detras de la India. En el mercado existen muchos
farmacos antidiabéticos: la inyeccion de insulina, la metformina, la rosiglitazona o la pioglitazona son ejemplos de los
mismos. Sin embargo, no existe ningun farmaco que por si solo pueda mantener a largo plazo el nivel de HbAlc de
los pacientes de diabetes de tipo 2 dentro del intervalo deseado. Aunque se utilicen combinados, el efecto de los
farmacos descendera afio tras afio a partir de los 3-4 afios. Las reacciones adversas son uno de los problemas de
muchos farmacos hipoglucemiantes, siendo la hipoglucemia grave el mayor motivo de preocupacion de los médicos;
en segundo lugar, muchos farmacos hipoglucemiantes orales, tales como las sulfonilureas, los inhibidores de la a-
glucosidasa y las tiazolidinadionas pueden inducir un aumento de peso en los pacientes, y algunos de ellos pueden
inducir ademas enfermedades cardiovasculares.

Por consiguiente, el desarrollo de nuevos tipos de farmacos hipoglucemiantes con un nuevo mecanismo de accién y
con una mayor seguridad y eficacia es un importante objetivo que los cientificos deberian alcanzar rapidamente.

En el proceso de constante bisqueda de nuevos métodos, se descubrié que las hormonas endocrinas desempefian
un papel importante en la patologia y la fisiologia de la diabetes de tipo 2. La dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) es una
enzima importante relacionada con la diabetes, por lo que inhibir su accién para tratar la diabetes de tipo 2
constituye un nuevo método con buenas perspectivas. Los inhibidores de la DPP-IV pueden estimular
indirectamente la secrecién de insulina, cuya accion se genera por inhibicion de la DPP-IV a fin de estabilizar las
hormonas endocrinas, tales como las hormonas incretinas, el péptido similar al glucagén de tipo 1 (GLP-1) y el
péptido insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP).

El GLP-1 es una hormona expresada por el protogén del glucagén tras la ingesta de comida y secretada
principalmente por las células L de la mucosa intestinal, y puede estimular la secrecion de insulina por parte de las
células B pancreaticas, desempefiando un papel significativo en la estabilidad del nivel de azlcar en la sangre. Los
experimentos demuestran que el GLP-1 tiene las siguientes funciones fisiolégicas: actuar sobre las células
pancreaticas de un modo dependiente de la glucosa, facilitar la transcripcién de los genes de la insulina, aumentar la
biosintesis y la secrecién de la insulina, estimular la proliferacion y diferenciacion de las células B, inhibir la apoptosis
de las células B a fin de aumentar el nimero de células B pancreaticas; inhibir la secrecion de glucagon; inhibir el
apetito y la ingesta de alimentos; retrasar el vaciado del contenido gastrico, etc. Todas estas funciones son utiles
para reducir el nivel de azlcar en la sangre tras la ingesta de alimentos y mantenerlo a un valor constante. Ademas,
no se presenta el peligro de una hipoglucemia grave. El GLP-1 controla bien el nivel de azucar en la sangre de los
modelos animales y de los pacientes de diabetes de tipo 2 por multiples mecanismos. Sin embargo, el puede perder
actividad biolégica a través de la degradacion rapida por la DPP-1V, y su semivida es menor de 2 minutos, lo que
limita completamente su uso clinico. En las investigaciones se ha descubierto que los inhibidores de la DPP-IV
pueden proteger totalmente el GLP-1 enddgeno e incluso el exdgeno de la inactivacion por la DPP-1V, aumentar el
nivel de GLP-1 activado y reducir el efecto antagonista de los metabolitos de GLP-1. Ademas, los inhibidores de la
DPP-IV también pueden retrasar la incidencia de la diabetes a través de la estimulacion de la regeneracion de las
células B pancreaticas y mejorando la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina.

Los inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) representan una nueva clase de agentes que se estan
desarrollando para el tratamiento o la mejora del control glucémico en pacientes con diabetes de tipo 2. Para textos
sobre la aplicacion de los inhibidores de la DPP-1V en el tratamiento de la diabetes de tipo 2, se hace referencia a las
siguientes publicaciones: (1) H.-U. Demuth. y otros, “Type 2 diabetes-Therapy with dipeptidyl peptidase 1V inhibitors”,
Biochim. Biophys. Acta. 1751:33-44 (2005) y (2) K. Augustyns y otros, “Inhibitors of proline-specific dipeptidyl
peptidases: DPP4 inhibitors as a novel approach for the treatment of Type 2 diabetes”, Expert Opin. Ther. Patents,
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15:1387-1407 (2005).

En la actualidad, se han dado a conocer algunos inhibidores de la DPP-IV (US5462928, US5543396, W09515309,
W02003004498, W02003082817, W0O2004032836, W0O2004085661), entre ellos el MK-0431 como inhibidor de la
DPP-1V, de Merck, que ha mostrado una buena actividad de inhibicién y selectividad, y que esta disponible en el
mercado desde 2006.

F
F NH, O
/N,
SAA P
H,PO, \S“F
FF
MK-431

El éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-
a]pirazin-1-carboxilico con la siguiente formula es el compuesto A, cuyo codigo es SP2086.

Compuesto A (SP2086)

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a sales farmacéuticamente aceptables del compuesto A y a procedimientos de
preparacion de las mismas, y preferentemente se refiere a las ventajas del fosfato del compuesto A en comparacion
con otras sales en cuanto a estabilidad, actividad antidiabética y caracteristicas farmacocinéticas.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a sales farmacéuticamente aceptables del éster metilico del acido
(R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico, en
las que dichas sales se seleccionan dentro del grupo de sales inorganicas que comprende la sal de bromhidrato, la
sal de sulfato, la sal de nitrato o la sal de fosfato, preferentemente la sal de sulfato o la sal de fosfato, todavia mas
preferentemente la sal de fosfato; y sales organicas seleccionadas dentro del grupo que comprende la sal de
mesilato, la sal de maleato, la sal de tartrato, la sal de succinato, la sal de acetato, la sal de trifluoroacetato, la sal de
fumarato, la sal de citrato, la sal de bencenosulfonato, la sal de benzoato, la sal de naftalenosulfonato, la sal de
lactato o la sal de malato, preferentemente la sal de malato, la sal de mesilato o la sal de maleato. Una sal
farmacéuticamente aceptable particularmente preferida es la sal de fosfato, que es mas ventajosa que otras sales en
términos de estabilidad, actividad antidiabética y caracteristicas farmacocinéticas. Otro aspecto de la presente
invencion se refiere a los procedimientos de preparacion de las sales farmacéuticamente aceptables del éster
metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-
1-carboxilico, que se pueden preparar segln los métodos de salificacion convencionales en la técnica.

La presente invencién se refiere, ademas, a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de la sal farmacéuticamente aceptable del éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-
trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico y vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion también se refiere a la utilizaciéon de sales farmacéuticamente aceptables del éster metilico
del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-
carboxilico y de las composiciones farmacéuticas de las mismas en la preparacion de farmacos antidiabéticos.

La sal de clorhidrato y la sal de fosfato del compuesto A son superiores al propio compuesto A y a las otras sales en
términos de estabilidad, actividad antidiabética y caracteristicas farmacocinéticas.

Procedimiento de sintesis del material critico SM208  6-15 en la presente invencion

El procedimiento de sintesis del éster metilico del acido (R)-7-[3-t-butoxicarbonilamino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-
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3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico se refiere al procedimiento de preparacion
descrito en el ejemplo 1 del documento PCT/CN2008/001936.

Descripcion detallada de la invencion
Ejemplo de referencia 1. Preparacion del clorhidrato del compuesto A (SP2086-HCL)

Se introdujo éster metilico del acido (R)-7-[3-t-butoxicarbonilamino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-
5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico (SM2086-15) (1,35 kg, 2,40 mol), HCL-acetato de etilo (mayor
de 2 M) (12,3 kg) en un recipiente de reaccion de 100 | y se agité hasta disolucién. La mezcla se hizo reaccionar
durante mas de 2 horas a temperatura normal. Se detect6é por cromatografia de capa fina (TLC) la complecion de la
reaccion antes de evaporar y bombear a sequedad con bomba de aceite, obteniéndose 1,15 ~ 1,20 kg de producto
sélido de color blanco a amarillo claro con [O(]D20 -28,0 ~ -33,0°(C = 1, metanol), que se agité hasta disolucion. La
mezcla se hizo reaccionar durante mas de 2 horas a temperatura normal. Se detecté por cromatografia de capa fina
la complecion de la reaccion antes de evaporar y bombear a sequedad con bomba de aceite, obteniéndose 1,15 ~
1,20 kg de producto sélido de color blanco a amarillo claro con [C(]D20 -28,0 ~ -33,0° (C = 1, metanol), con un
rendimiento del 96,0% ~ 100%. El producto era clorhidrato del éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-
trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico (SP2086-HCL). (Deteccion
por TLC: placa de gel de silice GF2s4; reactivo de revelado: cloroformo:metanol:amoniaco = 40:1:0,1; materia prima
15: Rf = 0,80, producto 1: Rf = 0,50; visualizacién ultravioleta).

Ejemplo 2. Preparacion del fosfato del compuesto A (SP2  086-H3PO.)

Se introdujo el SP2086-HCL (1,20 kg, 2,40 mol) en un recipiente de reaccién de 100 | y se disolvio en diclorometano
(15,2 kg); a continuacién se lavo con solucion saturada de bicarbonato sddico (5,8 kg). La capa acuosa se extrajo
una vez con diclorometano (6,0 kg). Las capas organicas se combinaron y se lavaron una vez con agua (5 kg), y se
secaron con sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtr6 y se concentr6 a sequedad a presién reducida a 40°C,
obteniéndose 1,12 kg de aceite. Dicho aceite se agité y se disolvié en una cantidad 30 veces mayor de isopropanol
(26,0 kg). Se afiadié6 una solucion al 85% de acido fosférico (305,2 g, 2,65 mol) en isopropanol (1,22 kg)
inmediatamente después de que el aceite se disolviera completamente. El sélido se separd, se filtr6 tras agitar
durante 2 horas y se lavé con isopropanol frio. El producto himedo se sec6 a presion reducida a 40°C, obteniéndose
1,16 ~ 1,24 kg de un sélido de color blanco a amarillo claro con un rendimiento del 86,0% ~ 92,0% (el producto
humedo se pudo suspender directamente en isopropanol sin secado).

Ejemplo 3. Preparacion del mesilato del compuesto A

Se introdujo clorhidrato del éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-
5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico (SP2086-HCL) (1,20 kg, 2,40 mol) en un recipiente de reaccién
de 100 | y se disolvié en diclorometano (15,2 kg); a continuacion se lavé con solucion saturada de bicarbonato
sédico (5,8 kg). La capa acuosa se extrajo una vez con diclorometano (6,0 kg). Las capas organicas se combinaron
y se lavaron una vez con agua (5 kg), y se secaron con sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtr6 y se concentr6 a
sequedad a presioén reducida a 40°C, obteniéndose 1,12 kg de aceite. Dicho aceite se agité y se disolvid en una
cantidad 30 veces mayor de isopropanol (26,0 kg). Se afiadié una solucion de acido metanosulfénico (254,7 g, 2,65
mol) en isopropanol (1,22 kg) inmediatamente después de que el aceite se disolviera completamente. El sélido se
separo, se filtrd tras agitar durante 2 horas y se lavo con isopropanol frio. El producto himedo se seco a presién
reducida a 40°C, obteniéndose 1,08 ~ 1,21 kg de solido de color blanco a amarillo claro con un rendimiento del
79,5% ~ 89,3%.

Ejemplo 4. Preparacion del sulfato del compuesto A

Se introdujo clorhidrato del éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-
5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico (SP2086-HCL) (1,20 kg, 2,40 mol) en un recipiente de reaccién
de 100 | y se disolvié en diclorometano (15,2 kg); a continuacion se lavd con solucion saturada de bicarbonato
sadico (5,8 kg). La capa acuosa se extrajo una vez con diclorometano (6,0 kg). Las capas organicas se combinaron
y se lavaron una vez con agua (5 kg), y se secaron con sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtr6 y se concentré a
sequedad a presién reducida a 40°C, obteniéndose 1,12 kg de aceite. Dicho aceite se agit6 y se disolvié en una
cantidad 30 veces mayor de isopropanol (26,0 kg). Se afiadié una solucién al 98% de acido sulfurico (265,0 g, 2,65
mol) en isopropanol (1,22 kg) inmediatamente después de que el aceite se disolviera completamente. El sélido se
separd, se filtré tras agitar durante 2 horas y se lavé con isopropanol frio. El producto himedo se sec6 a presién
reducida a 40°C, obteniéndose 1,14 ~ 1,25 kg de una sustancia sélida de color blanco a amarillo claro con un
rendimiento del 85,5% ~ 93,0% (el producto himedo se pudo suspender directamente en isopropanol sin secado).

Ejemplo 5. Preparacion del malato del compuesto A

Se introdujo clorhidrato del éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-
5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico (SP2086-HCL) (1,20 kg, 2,40 mol) en un recipiente de reaccién
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de 100 | y se disolvié en diclorometano (15,2 kg); a continuacion se lavé con solucion saturada de bicarbonato
sédico (5,8 kg). La capa acuosa se extrajo una vez con diclorometano (6,0 kg). Las capas organicas se combinaron
y se lavaron una vez con agua (5 kg), y se secaron con sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtr6 y se concentré a
sequedad a presién reducida a 40°C, obteniéndose 1,12 kg de aceite. Dicho aceite se agit6 y se disolvié en una
cantidad 30 veces mayor de isopropanol (26,0 kg). Se afiadié una solucién de acido L-malico (355,34 g, 2,65 mol) en
isopropanol (1,22 kg) inmediatamente después de que el aceite se disolviera completamente. El sélido se separ9, se
filtrd tras agitar durante 2 horas y se lavd con isopropanol frio. El producto humedo se secé a presion reducida a
40°C, obteniéndose 1,19 ~ 1,32 kg de una sustancia soélida de color blanco a amarillo claro con un rendimiento del
87,5% ~ 92,0% (el producto humedo se pudo suspender directamente en isopropanol sin secado).

Ejemplo 6. Preparacion del maleato del compuesto A

Se introdujo clorhidrato del éster metilico del acido (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-
5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico (SP2086-HCL) (1,20 kg, 2,40 mol) en un recipiente de reaccién
de 100 | y se disolvié en diclorometano (15,2 kg); a continuacion se lavé con solucion saturada de bicarbonato
sédico (5,8 kg). La capa acuosa se extrajo una vez con diclorometano (6,0 kg). Las capas organicas se combinaron
y se lavaron una vez con agua (5 kg), y se secaron con sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtr6 y se concentr6 a
sequedad a presioén reducida a 40°C, obteniéndose 1,12 kg de aceite. Dicho aceite se agité y se disolvié en una
cantidad 30 veces mayor de isopropanol (26,0 kg). Se afadié una solucién de acido maleico (307,59 g, 2,65 mol) en
isopropanol (1,22 kg) inmediatamente después de que el aceite se disolviera completamente. El sélido se separ9, se
filtré tras agitar durante 2 horas y se lavd con isopropanol frio. El producto himedo se sec6 a presion reducida a
40°C, obteniéndose 1,19 ~ 1,32 kg de una sustancia soélida de color blanco a amarillo claro con un rendimiento del
87,5% ~ 92,0% (el producto himedo se pudo suspender directamente en isopropanol sin secado).

Ejemplo 7: estabilidad del compuesto A y sus sales

(1) Método de determinacion del contenido

Con un silice quimicamente unido a octadecilsilano como incrementador del volumen y una solucién acuosa al 0,1%
de amoniaco-acetonitrilo (65:35) como fase movil, se eluyé en modo de gradiente a una longitud de onda de
deteccion de 230 nm. Se tom6 una cantidad apropiada de muestra y de solucion de referencia, y a continuacion se
afiadio agua para la dilucion, formandose soluciones cada 1 ml con 0,2 mg de las mismas, respectivamente. Se
tomaron respectivamente 10 pl de la solucién de muestra y de la solucién de referencia, y se inyectaron en el
cromatoégrafo de liquidos. Se registré el cromatograma y se calculé a través del area de pico, segun el método del
patron externo.

tiempo (min)  amoniaco acuoso al 0,1% (%)  acetonitrilo (%)

0 65 35
25 45 35
35 45 35

(2) Resultados de la determinacién

La estabilidad de los diferentes tipos de sales farmacéuticamente aceptables del compuesto A en diferentes
condiciones

(Pureza de la materia prima: 98,6%, utilizando HPLC para determinar su contenido)

Nombre

Condr= Compuesto A | Clorhidrato Mesilato | Sulfato Fosfato | Malato Maleato

ciones

10 dias

Luz 95,2% 98,1% 97,6% 97,6% 98,6% 95,7% 94,2%
(o

1god|'(rils 95,2% 98,7% 96,7% 96,6% 98,7% 96,8% 94,2%
o]

e 95,7% 98,2% 96,5% | 97.7% | 985% | 965% | 96,.2%
RH75%

Seis meses 92,2% 97,7% 95,4% 96,2% 98,3% 97,2% 93,8%
40°C

RH60%

Nueve meses 93,3% 97,5% 95,6% 96,7% 98,6% 94,9% 94,6%
25°C

Conclusion: Los resultados de las pruebas de estabilidad pusieron de manifiesto que el clorhidrato y el fosfato del
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compuesto A son las sales mas satisfactorias, y en particular la estabilidad del fosfato y la estabilidad de las dos
sales mencionadas anteriormente son mejores que las del propio compuesto A.

Ejemplo 8: Estudio de actividades bioldgicas relacion adas de las sales farmacéuticamente aceptables del
compuesto A

Ejemplo de ensayo 1: Compuesto A, MK-0431, estudio de actividad in vitro y selectividad

Procedimiento: Se descongelé DPP4-Glo y se tampond y equilibré a temperatura ambiente, y el agente de ensayo
de fluoresceina crioconservado se tampond antes de su utilizacion. Se suspendié DPP4-Glo en sustrato y se afiadié
agua ultrapura; la mezcla se agit6 ligeramente hasta uniformidad a fin de proporcionar 1 mM de sustrato. El agente
de ensayo de fluoresceina se puso en una botella ambar y se afiadi6 DPP4-Glo. El agente de ensayo de
fluoresceina debe disolverse en 1 min. El compuesto de ensayo se disolvi6 con DMSO hasta 50 veces la
concentracién de procesamiento final. Se introdujeron 2 yl de compuesto de ensayo con una concentracion de 50
veces a cada tubo de ensayo, y se afadieron 2 yl de DMSO al control negativo y al blanco. Se introdujeron 46 ul de
solucion tampon Tris a cada tubo de ensayo y se afiadieron 48 ul de tampdén Tris al blanco. Se introdujeron 2 ul de la
enzima DPP4 a cada tubo de ensayo de control negativo y de muestra de ensayo, y los tubos de ensayo se agitaron,
se mezclaron y a continuacién se centrifugaron. Todas las sustancias presentes en los tubos de ensayo se
transfirieron a una placa de 96 pocillos, y los sustratos y el DPP4-Glo se mezclaron en una proporciéon de 1:49. La
mezcla se agitdé y se mezclé adecuadamente. Se afiadieron 50 pl de la mezcla de DDP4-Glo y sustrato a cada placa
de 96 pocillos tras reposar durante 30-60 minutos a temperatura ambiente; la placa se sell6 con pelicula. Las
sustancias presentes en los 96 pocillos se mezclaron lentamente con un oscilador de placa a 300-500 rpm/30 s. Tras
un cultivo de entre 30 minutos y 3 horas a temperatura ambiente, el valor de quimioluminiscencia se midié con un
lector de microplacas multifuncion NOVOstar.

Tabla 1
DPP4 DPP8 DPP9
Compuestos Relacion de Relacion de
de ensayo IC50(M) IC50(M) selectividad IC50(M) selectividad
(DPP8/DPP4) (DPP9/DPP4)
Compuesto A 0,008 26,1 3.263 75,5 9.438
MK-0431 0,019 25,8 1.358 92,7 4.879

Resultados: La actividad de inhibicion sobre la DPP4 del compuesto A es mas fuerte que la del farmaco de control
MK-0431, y su selectividad también es mayor que la de MK-0431. Los valores mayores de DPP8/DPPIV y
DPP9/DPPIV significan mejor actividad.

Ejemplo de ensayo 2: Efectos de las 6 sales del compuesto A en ratas Wistar genéticamente obesas con diabetes.

Se dividieron algunas ratas Wistar macho obesas con una edad de entre 14 y 19 semanas en cinco grupos, cada
uno de ellos compuesto por entre 5y 6 miembros, y se les administraron respectivamente las 6 sales de compuesto
A (en cada caso 10 mg/kg de peso/dia, por via oral), que se mezclaron en su alimento comercial en una proporcion
de 5 ppm durante 14 dias. Se les extrajo sangre de la vena caudal y se utilizé un kit comercial (NC-ROPET, Nippon
Chemiphar Co.) para medir la glucosa y la hemoglobina Al plasmaticas por un método enzimatico. Los resultados,
gque se muestran en la tabla 2, se expresaron como valor medio de cada grupo (n = 5) + desviacion estandar y se
analizaron mediante la prueba de Dunnett. Se utilizd un nivel de significacion del 1%.

Tabla 2
Glucosa plasmatica | Hemoglobina

Grupo de control 352 + 32 59+05
Fosfato del compuesto A 158 + 24* 4,3+0,6*
Sulfato del compuesto A 327 + 46 54+0,6
Clorhidrato del compuesto A 165 + 13* 45 +0,5%
Maleato del compuesto A 294 +51* 53+0,3
Malato del compuesto A 295 +42 5,2+0,6
Mesilato del compuesto A 287 +34 58+04

*. En comparacién con el grupo control, p < 0,01

En la tabla 2, el clorhidrato y el fosfato del compuesto A reducen la concentracion de glucosa y hemoglobina en
sangre de forma evidente, siendo méas potentes que las demas sales. La sal mas preferida fue el fosfato.
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Ejemplo de ensayo 3: Estudio de la tolerancia a la glucosa para diversas sales del compuesto A en ratas Wistar
genéticamente obesas con diabetes.

Se dividieron algunas ratas macho obesas con una edad de 13 ~ 14 semanas en cinco grupos, cada uno de ellos
compuesto por cinco miembros. Se les administrd, respectivamente, las 6 sales del compuesto A (en cada caso 30
mg/kg/dia, por via oral) durante 7 dias. Tras someterlas a ayuno durante la noche, se les practicaron
inmediatamente pruebas de tolerancia oral a la glucosa (2 g de glucosa/kg/5 ml, por via oral). Antes de la prueba de
tolerancia a la glucosa y después de 120 y 240 minutos de la misma se extrajo sangre de la vena caudal y se analizd
la glucosa plasmatica por un método enzimatico (Encore Chemical System; Baker). Los resultados, que se muestran
en la tabla 3, se expresaron como valor medio de cada grupo (n = 5-6) + desviacién estandar y se analizaron
mediante la prueba de Dunnett.

Tabla 3
Glucosa plasmatica (mg/dl)
0 min 120 min 240 min
Grupo de control 121 +8 243 £ 60 139 £ 20
Fosfato del compuesto A 107 +3 95 +10* 68 + 5*

Sulfato del compuesto A 120+ 12 224 + 62 117 +21
Clorhidrato del compuesto A 109 +5 116 £ 7% 106 + 3*
Maleato del compuesto A 103 +11 137 £17* 102 + 9*
Malato del compuesto A 110+9 114 +£12* 95 + 6*
Mesilato del compuesto A 108 + 8 115 + 9% 92+ 7*
* En comparacion con el grupo control, p < 0,01

La tabla 3 indicaba claramente que el clorhidrato y el fosfato del compuesto A inhibian significativamente el aumento
del nivel de azlcar en la sangre tras las pruebas de tolerancia a la glucosa, siendo mas potentes que las demas
sales. El fosfato del compuesto A es particularmente preferido.

Ejemplo de ensayo 4: Pruebas de absorcién de diferentes sales del compuesto A en ratas

Régimen de dosificacién:

Se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos 16 ratas macho sanas con un peso de 200 ~ 220 g. Se administraron
a través de una sonda 6,0 mg/kg (con respecto a la base) de sal de fosfato (A), sal de clorhidrato (B), sal de maleato
(C), sal de metanosulfonato (D) del compuesto A (volumen de administracién de 10 mil/kg, respectivamente, en
forma de 0,60 mg/ml (con respecto a la base) de suspension preparada con un 0,5% de CMC-Na), sometiendo a
ayuno desde 12 horas antes de la administracién y permitiendo libremente la ingesta de agua. Se extrajeron
respectivamente 0,3 ml de sangre venosa a través del plexo venoso postocular de las ratas antes de la
administracion y tras 0,167, 0,333, 0,50, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0 y 12 horas a partir de la misma; la sangre se
introdujo en tubos heparinizados, que se centrifugaron a 3.500 rpm durante 10 min. El plasma se separ6 y se
conservo para el ensayo a -20°C. La concentracidon sanguinea se determiné por HPLC-espectrometria de masas en
tandem.

Promedio de parametros farmacocinéticos tras la administracién por sonda a las ratas de 6,0 mg/kg de diferentes
sales del compuesto A.

- tv2  Cmax  Tmax  AUCo:  AUCo.  MRT CLF
Preparacion 4y mgiml)  (h)  (ng-hml)  (ng-h/ml)  (h)  (miiminikg)
A 154 242 0,50 409 425 1,96 545
B 1,07 148 0,63 317 319 1,86 348
c 075 231 050 306 307 1,24 326
D 087 133 0,88 274 275 1,61 397

Conclusion: El mejor perfil farmacocinético fue el del fosfato del compuesto A.
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REIVINDICACIONES

1. Sales farmacéuticamente aceptables del éster metilico de (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-
trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico, en las que dichas sales se seleccionan de entre el
grupo que consiste en sal de fosfato, sal de sulfato, sal de nitrato, sal de bromhidrato, sal de mesilato, sal de
maleato, sal de tartrato, sal de succinato, sal de acetato, sal de trifluoroacetato, sal de fumarato, sal de citrato, sal de
bencenosulfonato, sal de benzoato, sal de naftalenosulfonato, sal de lactato y sal de malato.

2. Sales segun la reivindicacién 1, en las que dichas sales se seleccionan de entre el grupo que consiste en sal de
sulfato o sal de fosfato.

3. Sal segun la reivindicacion 2, en la que dicha sal es la sal de fosfato.

4. Sales segun la reivindicacién 1, en las que dichas sales se seleccionan de entre el grupo que consiste en sal de
malato, sal de mesilato o sal de maleato.

5. Procedimiento para la preparacion de sales segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende la
salificacion del éster metilico de (R)-7-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butiril]-3-trifluorometil-5,6,7,8-tetrahidro-
imidazo[1,5-a]pirazin-1-carboxilico con el acido correspondiente.

6. Utilizacion de sales segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en la preparacion de medicamentos para el
tratamiento de la diabetes.

7. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de sales segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

8. Utilizacion de una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 7 en la preparacion de medicamentos para
el tratamiento de la diabetes.
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