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DESCRIPCION

Formas cristalinas de N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-4-((7-cloro-4-metoxi-1-isoquinolinil)oxi)-N-((1R,2S)-
1-((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida

La presente revelacién se refiere de forma general a formas cristalinas de N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-
4-((7-cloro-4-metoxi-1-isoquinolinil)oxi)-N-((1 R,2S)-1-((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida.
La presente revelacién también se refiere de forma general a una composicion farmacéutica que comprende una o
mas de las formas cristalinas, asi como procedimientos de usar las formas cristalinas en el tratamiento del virus de la
hepatitis C (VHC) y procedimientos para obtener dichas formas cristalinas.

El virus de la hepatitis C (VHC) es un importante patégeno humano que, se estima, ha infectado a 170 millones de
personas en todo el mundo - aproximadamente cinco veces el nimero de personas infectadas por el virus de la
inmunodeficiencia humano de tipo 1. Una fraccion sustancial de estos individuos infectados por el VHC desarrolla
una enfermedad hepatica progresiva grave, que incluye cirrosis y carcinoma hepatocelular.

Actualmente, el tratamiento mas eficaz contra VHC emplea una combinacién de alfa-interferdn y ribavirina, que
mantiene una eficacia mantenida en el 40 por ciento de los pacientes. Los resultados clinicos recientes demuestran
que el alfa-interferon pegilado es mejor que el alfa-interferon en monoterapia. Sin embargo, incluso con pautas
terapéuticas experimentales que usan combinaciones de alfa-interferén pegilado y ribavirina, una fracciéon sustancial
de los pacientes no consiguen una reduccién mantenida de la carga virica. Asi, existe una necesidad clara y no
cubierta de desarrollar terapias eficaces para el tratamiento de la infeccién por VHC.

El compuesto N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-4-((7-cloro-4-metoxi- 1-isoquinolinil)oxi)-N-((1R,2S)-1-
((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida es util para el tratamiento de la infeccién por VHC. Su
sintesis se revela en el documento WO 03/099274 A1, ejemplo 277. Durante extensos estudios de cristalizacion, se
aislaron dos formas de &cido libre cristalinas, denominadas en el presente documento Forma H-1 (hidratada) y
Forma T1F-1/2 (anhidra). Se ha encontrado que cada una de estas formas puede cristalizarse repetidamente a gran
escala y que cada polimorfo posee caracteristicas que son aceptables para el uso comercial.
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Compuesto (1)

Dependiendo de la humedad, el Compuesto () puede existir en forma de T1F-1/2 (<15 % de humedad relativa), H-1
(>45 % de humedad relativa), o una mezcla de los dos a ~15-45 % de humedad relativa. La FIG. 1 muestra la
interconversion de las Formas H-1 y T1F-1/2 en funcién de la humedad relativa. En soluciones acuosas, el
Compuesto (l) existe en forma de H-1, y la Forma T1F-1/2 se convierte rapidamente en H-1 cuando se suspende en
agua.

En un primer aspecto la presente revelacién proporciona la Forma H-1 de
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caracterizada por los siguientes parametros de la celda unitaria:

5 Dimensiones de la celda: a = 10,0802 A

b= 16,6055 A
C =24,9294 A
o = 90,00 grados
B = 90,00 grados

10 v = 90,00 grados
Grupo espacial P212124
Moléculas/celda unitaria 4

en la que las mediciones de dicha forma cristalina son a una temperatura de entre aproximadamente 20 °C y
15 aproximadamente 25 °C.

En un tercer aspecto la presente revelacion proporciona la Forma H-1 de
~
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caracterizada por las coordenadas atémicas fraccionales en la celda unitaria tal como se recogen en la Tabla 3.
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En un cuarto aspecto la presente revelacion proporciona la Forma H-1 de
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caracterizada por una o mas de los siguientes:
a) una celda unitaria con parametros sustancialmente iguales a los siguientes:
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Dimensiones de la celda: a = 10,0802 A
b= 16,6055 A

C =24,9294 A

o = 90,00 grados

B = 90,00 grados

v = 90,00 grados

Grupo espacial P21212;

Moléculas/celda unitaria4

en la que las mediciones de dicha forma cristalina son a una temperatura de entre aproximadamente 20 °C y
aproximadamente 25 °C.

b) picos caracteristicos en el patrén de difraccion de rayos X de polvo en valores de dos theta de 6,3 + 0,1, 7,1 £ 0,1,
9,4+0,1,10,3+0,1, 12,7+ 0,1, 18,8 £ 0,1, 17,5+ 0,1, 18,7 £ 0,1, 20,6 £ 0,1, y 22,5 + 0,1 a una temperatura de
entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 25 °C; y/o

¢) caracterizada por las siguientes coordenadas atémicas fraccionales en la celda unitaria.

Atomo X |4 z Atomo X \4 z
s(1) | 4633(2) | 1649(1) | 6093(1) | o(g) 2101(3) 6221(2) | 4962(2)
N(1) 4351(5) | 2223(2) | 5669(2) | o(1) 2870(11 464(5) 5759(4)
NE) 3770(4) | 3280(2) | 4728(1) | o) 4303(8) 668(3) | 5873(3)
NG3) 3500(4) | 4937(2) | 5607(2) | c(3) 3535(11 137(4) 6251(3)
N@) | 2677(6) | 4277(4) | 69162) | ca) 5005(5) 2093(3) | 5089(2)
od) | 36778) | 1898(3) | 6465(2) | o(s) 4463(2) 2547(3) | 4620(2)
O@) | 5997(7) | 1682(4) | 62303) | o(6) 5213(6) 2451(3) | 4100(2)
03) 5891(4) | 1613(2) | 5053(2) | o(7) 3892(6) 2041(3) | 4159(2)
o) 5570(3) | 3910(2) | 50932) | c() 3733(7) 1146(4) | 4208(2)
0(5) 3215@3) | 8701(2) | 5941(1) | c9) 4597(9) 621(4) 40438(5)
06) 1838(7) | 5342(6) | 7297(3) | c(10) 4385(4) 3907(2) | 4968(2)
o) 965(8) 4111(6) | 7476(3) | c(1) 3500(4) 4639(2) | 5061(2)

C(i2) | 8970(6) | 5355(3) | 4730(2) | C(30) | 304(8) 6707(3) | 4469(3)

C(13) | 3495(5) | 6077(3) | 5045(2) | C(31) | 584(7) 6494(3) | 4875(3)

Cia) | 3637(6) | 5819(3) | 5640(2) | C(32) | -1848(7) 6620(4) | 4807(5)

C5) | 3451(5) | 4424(3) | 6021(2) | C(33) | -2325(15) 6965(6) | 4310(7)

C(ie) | 3606(6) | 4702(3) | 6603(2) | C(34) | -1576(17) 7197(5) | 3918(5)

C(7) | 5104(7) | 4618(4) | 6797(3) | CI(i) | -2988(2) 6335(2) | 5319(2)

C{s) | 5991(7) | 5136(5) | 6512(3) | C(4) | -530(14) 5479(13) | 7544(9)

Ci9) | 5075(13 | 4835(6) | 7407(3) | C(3) | 1250(30) 6541(9) | 7751(10)

C(20) 5573(8) 3749(5) 6748(4) C(2) 1088(19) 5236(10) 8267(5)

C21) | 1764(11 | 4565(8) | 7247(3) | C(1) | 921(17) 5659(9) | 7735(6)

C2e) | 1723(7) | 6568(3) | 4504(2) | O(28) | 253(10) 7631(5) | 3159(3)
N(S) 2626(8) | 6756(3) | 4152(2) | C(281 | 1165(18) 7762(10) | 2753(6)

Ce7) | 2129(14) | 7105(5) | 3682(3) | OW | 1760(70) 6690(30) | 6150(30)

28 820(19) | 7272(4) | 3590(3)

C29) | -131(13) | 7075(3) | 3984(3)

En una primera realizacion del primer aspecto, la Forma H-1 tiene una pureza de al menos 95 por ciento en peso. En
una segunda realizacién del primer aspecto, la Forma H-1 tiene una pureza de al menos 99 por ciento en peso.

En un segundo aspecto la presente revelacién proporciona la Forma T1F-1/2 de
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caracterizada por una o mas de los siguientes:

a) picos caracteristicos en el patrdon de difraccién de rayos X de polvo en valores de dos theta de 7,3 £ 0,1, 9,1 £
0,1,10,0+t0,1,10,6 £0,1,11,1+0,1,12,3£0,1, 15,6 + 0,1, 20,1 £ 0,1, 20,9 £ 0,1, y 27,8 + 0,1 a una temperatura
de entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 25 °C; y/o

b) un primer pico endotérmico relacionado con la fusién con inicio normalmente en el intervalo de 140-145 °C,
seguido de descomposicion.

En una primera realizacién del segundo aspecto T1F-1/2 tiene una pureza de al menos 95 por ciento en peso. En
una segunda realizacién del segundo aspecto la Forma T1F-1/2 tiene una pureza de al menos 99 por ciento en peso.

En un tercer aspecto, la presente revelacién proporciona una mezcla de la Forma H-1 de acuerdo con el primer
aspecto y sus realizaciones y la Forma T1F-1/2 de acuerdo con el segundo aspecto y sus realizaciones.

En un cuarto aspecto, la presente revelacion proporciona una composicién farmacéutica que comprende la Forma H-
1, la Forma T1F-1/2, o una mezcla de las mismas de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos y realizaciones
anteriores y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En un quinto aspecto, la presente revelaciéon proporciona una composicion farmacéutica del cuarto aspecto que
comprende la Forma H-1, la Forma T1F-1/2, o una mezcla de las mismas combinadas con al menos un compuesto
adicional que tiene actividad contra VHC. En una primera realizaciéon del quinto aspecto, al menos uno de los
compuestos adicionales que tiene actividad contra VHC es un interferdn o ribavirina. En una segunda realizacion del
quinto aspecto, el interferon se selecciona a partir de interferén alfa 2B, interferon alfa pegilado, interferéon consenso,
interferon alfa 2A, e interfer6n tau linfoblastoide.

En una tercera realizacion del quinto aspecto, la presente revelacion proporciona una composicion farmacéutica que
comprende la Forma H-1, la Forma T1F-1/2, o una mezcla de las mismas combinadas con al menos un compuesto
adicional que tiene actividad contra VHC, en la que al menos uno de los compuestos adicionales se selecciona a
partir de interleucina 2, interleucina 6, interleucina 12, un compuesto que potencia el desarrollo de una respuesta de
tipo 1 con linfocitos T cooperadores, ARN de interferencia, ARN antisentido, Imigimod, ribavirina, un inhibidor de
inosin 5'-monofosfato deshidrogenasa, amantadina y rimantadina.

En un sexto aspecto, la presente revelacion proporciona un procedimiento de tratar infeccion por VHC en un
mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de la Forma H-1, la Forma
T1F-1/2, 0 una mezcla de las mismas de acuerdo con cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores.

En una primera realizacion del sexto aspecto, el mamifero es un ser humano.

Otras realizaciones de la presente revelacion pueden comprender combinaciones adecuadas de dos o mas de las
realizaciones y/o aspectos que se describen en el presente documento.

Otras realizaciones y aspectos adicionales de la revelacion seran aparentes de acuerdo con la descripcion que se
proporciona méas adelante.

Los compuestos de la presente revelacion también pueden existir en forma de tautébmeros y rotameros; por lo tanto
la presente revelacién también engloba todas las formas tautoméricas y los rotameros.

La FIG. 1 ilustra la interconversion de la Forma H-1 y T1F-1/2 en funcién de la humedad relativa. .
La FIG. 2 ilustra patrones de difraccién de rayos X de polvo experimentales y simulados (CuKa A=1,54178 Aa T =
temperatura ambiente) de la forma cristalina H-1 del Compuesto (l).
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La FIG. 3 ilustra patrones de difraccion de rayos X de polvo experimentales e indexados (Ko de Cu A=1,54178 A a
T = temperatura ambiente) de la forma cristalina T1F-1/2 del Compuesto (I).

La FIG. 4 ilustra el andlisis de la difraccion de rayos X de polvo de la interconversion de las formas T1F-1/2 y H-1.
La FIG. 5 ilustra el patron de calorimetria de barrido diferencial de la forma cristalina H-1 del Compuesto (I).

La FIG. 6 ilustra el patrén de calorimetria de barrido diferencial de la forma cristalina T1F-1/2 del Compuesto (1).

La FIG. 7 ilustra el espectro de RMN en estado sélido de la forma cristalina T1F-1/2 del Compuesto (1).

La FIG. 8 ilustra el patrén del andlisis gravimétrico térmico de la forma cristalina H-1 del Compuesto (1).

La FIG. 9 ilustra el patrén del andlisis gravimétrico térmico de la forma cristalina T1F-1/2 del Compuesto (1).

La revelacion se refiere a formas cristalinas del Compuesto (l).

Cl

—

H \ H 0)

O— N H N g
ST N P

Definiciones

Tal como se usa en el presente documento "polimorfo" se refiere a formas cristalinas que tienen la misma
composicién quimica pero una disposicion espacial diferente de las moléculas, atomos, y/o iones que forman el
cristal.

La frase "farmacéuticamente aceptable" tal como se emplea en el presente documento se refiere a los compuestos,
materiales, composiciones, y/o formas farmacéuticas que son, segun el alcance del criterio médico leal, adecuados
para usar en contacto con los tejidos de los seres humanos y los animales sin una excesiva toxicidad, irritacion,
respuesta alérgica u otros problemas o complicaciones, que corresponde a una relacién beneficio/riesgo razonable.

El término "sustancialmente puro," tal como se usa en el presente documento se refiere o bien a la Forma H-1 o ala
Forma T1F-1/2 del Compuesto (l) cuya pureza es superior a aproximadamente 90 %. Esto quiere decir que el
polimorfo del Compuesto (I) no contiene mas de aproximadamente 10 % de cualquier otro compuesto, y, en
particular, no contiene mas de aproximadamente 10 % de cualquier otra forma del Compuesto (l).

El término "cantidad terapéuticamente eficaz," tal como se usa en el presente documento, se pretende que incluya
una cantidad de las formas cristalinas del Compuesto (l) que es eficaz cuando se administra sola o combinada para
tratar la Hepatitis C. Las formas cristalinas del Compuesto (I) y sus composiciones farmacéuticas pueden ser Utiles
para tratar la Hepatitis C. Si el Compuesto (I) se usa combinado con otra medicacion, la combinacién de los
compuestos que se describe en el presente documento puede producir una combinacion sinérgica. La sinergia, tal y
como la describen, por ejemplo, Chou y Talalay, Adv. Enzyme Regul. 1984, 22, 27-55, se produce cuando el efecto
de los compuestos cuando se administran combinados es mayor que el efecto de los compuestos cuando se
administran solos en forma de agentes Unicos.

El término "tratar" se refiere a: (i) prevenir que aparezca una enfermedad, trastorno o condicién en un paciente que
puede estar predispuesto a la enfermedad, trastorno y/o afeccién pero que todavia no se le ha diagnosticado que la
padece; (ii) inhibir la enfermedad, trastorno o afeccion, es decir, detener su desarrollo; y/o (iii) aliviar la enfermedad,
trastorno o afeccion, es decir, provocar la regresion de la enfermedad, trastorno y/o afeccion.

En una realizacion la revelaciéon proporciona formas cristalinas del Compuesto (I). Estas formas cristalinas del
Compuesto (l) pueden emplearse en composiciones farmacéuticas que pueden incluir opcionalmente otro u otros
componentes que se seleccionan, por ejemplo, a partir del grupo constituido por excipientes, vehiculos, y uno de
otros ingredientes farmacéuticos activos, entidades quimicas activas de diferente estructura molecular.

En una realizacién las formas cristalinas presentan homogeneidad de fases indicada por menos del 10 por ciento, en
otra realizacion las formas cristalinas presentan homogeneidad de fases indicada por menos del 5 por ciento, y en
otra realizacién las formas cristalinas presentan homogeneidad de fases indicada por menos del 2 por ciento del
area total de los picos en el patron de PXRD medido de forma experimental que aparece en los picos adicionales
que estan ausentes del patron de PXRD simulado. En otra realizacion las formas cristalinas presentan
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homogeneidad de fases con menos del 1 por ciento del area total de los picos en el patrén de PXRD medido
experimentalmente que aparece en los picos adicionales que estan ausentes del patron de PXRD simulado.

En una realizacion, se proporciona una composicion constituida esencialmente por la forma cristalina H-1 del
Compuesto (l). La composicion de esta realizacién puede comprender al menos el 90 por ciento en peso de la forma
cristalina H-1 del Compuesto (I), basandose en el peso del Compuesto (l) de la composicién. El resto del material
comprende otra(s) forma(s) del compuesto y/o impurezas de reaccion y/o impurezas de procesamiento que se
producen en su preparacion.

En otra realizacién, se proporciona una composicién constituida esencialmente por la forma cristalina T1F-1/2 del
Compuesto (I). La composicién de esta realizacion puede comprender al menos 90 por ciento en peso de la forma
cristalina T1F-1/2 del Compuesto (l), basandose en el peso del Compuesto (l) de la composicion. El resto del
material comprende otra(s) forma(s) del compuesto y/o impurezas de reaccién y/o impurezas de procesamiento que
se producen en su preparacion.

La presencia de impurezas de reaccion y/o impurezas de procesamiento puede determinarse mediante técnicas
analiticas conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, cromatografia, espectroscopia por resonancia magnética
nuclear, espectrometria de masas, o espectroscopia infrarroja.

Preparacion general de materiales cristalinos:

Las formas cristalinas pueden prepararse mediante varios procedimientos, que incluye por ejemplo, cristalizaciéon o
recristalizacion a partir de un disolvente adecuado, sublimacién, desarrollo a partir de un fundido, transformacién a
estado soélido desde otra fase, cristalizacion a partir de un fluido supercritico y pulverizacién a chorro. Las técnicas
para la cristalizaciéon o recristalizacion de formas cristalinas a partir de una mezcla de disolventes incluyen, por
ejemplo, la evaporacion del disolvente, disminucion de la temperatura de la mezcla de disolventes, siembra de
cristales en una mezcla supersaturada en disolventes de la molécula y/o sal, liofilizacion de la mezcla de disolventes,
y adicion de antidisolventes (contradisolventes) a la mezcla de disolventes. Pueden emplearse técnicas de
cristalizacién de alto rendimiento para preparar formas cristalinas que incluyen polimorfos. Los cristales de farmacos,
que incluyen los polimorfos, procedimientos de preparacion, y caracterizacion de cristales de farmacos se describen
en Solid State Chemistry of Drugs, S. R. Byrn, R. R. Pfeiffer y J. G. Stowell, 22 Edicion, SSCI, West Lafayette,
Indiana (1999).

Para las técnicas de cristalizacion que emplean disolvente, la eleccion de disolvente o disolventes habitualmente
depende de uno o mas factores, tales como solubilidad del compuesto, técnica de cristalizacion, y presion de vapor
del disolvente. Pueden emplearse combinaciones de disolventes, por ejemplo, el compuesto puede solubilizarse en
un primer disolvente proporcionando una solucién, seguido de la adicion de un antidisolvente para disminuir la
solubilidad del compuesto en la solucién y lograr la formaciéon de cristales. Un antidisolvente es un disolvente en el
que el compuesto tiene una baja solubilidad.

En un procedimiento de preparar cristales, se suspende un compuesto y/o se agita en un disolvente adecuado para
proporcionar una suspension, que puede calentarse para promover su disolucién. El término "suspension”, tal como
se usa en el presente documento, quiere decir una solucion saturada del compuesto, que también puede contener
una cantidad adicional del compuesto proporcionando una mezcla heterogénea del compuesto y un disolvente a una
temperatura dada.

Pueden afnadirse cristales de siembra a cualquier mezcla de cristalizacion para promover la cristalizacion. La
siembra puede emplearse para controlar el desarrollo de un polimorfo particular o para controlar la distribucion del
tamano de las particulas del producto cristalino. Por consiguiente, el célculo de la cantidad de semilla necesaria
depende del tamafo de la semilla disponible y del tamafo de particula media de producto que se desee tal y como
se describe, por ejemplo, en "Programmed Cooling of Batch Crystallizers," J. W. Mullin y J. Nyvlt, Chemical
Engineering Science, 1971, 26, 369-377. En general, son necesarias semillas de tamafo pequefo para controlar de
forma eficaz el crecimiento de los cristales del lote. Las semillas de tamafo reducido pueden generarse por
tamizado, molienda o micronizacion de cristales grandes, o mediante microcristalizacion de soluciones. Deberia
tenerse cuidado con que la molienda o la micronizacién de los cristales no produjera cambios en la cristalinidad de la
forma cristalina que se desee (es decir, que cambie a amorfa o a otro polimorfo).

Una mezcla de cristalizacion enfriada puede filtrarse a vacio y los sélidos aislados pueden lavarse con un disolvente
adecuado, tal como disolvente de recristalizacion frio y secarse en un chorro de nitrégeno proporcionando la forma
cristalina deseada. Los solidos aislados pueden analizarse mediante una técnica de espectroscopia o analitica
adecuada, tal como resonancia magnética nuclear en estado sélido, calorimetria de barrido diferencial, difraccion de
rayos X de polvo, o similares, para asegurar la formacién de una forma cristalina preferida del producto. La forma
cristalina resultante habitualmente se produce en una cantidad superior a aproximadamente 70 por ciento en peso
de rendimiento aislado, preferiblemente superior al 90 por ciento en peso de rendimiento aislado, basandose en el
peso del compuesto que se emplea originariamente en el procedimiento de cristalizacién. El producto puede molerse
0 pasarse por una celda de tamizado para desagregar el producto, si fuera necesario.
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Las formas cristalinas pueden prepararse directamente a partir del medio de reaccion en el procedimiento final para
preparar el Compuesto (l). Esto puede lograrse, por ejemplo, empleando en la etapa final del procesamiento un
disolvente o una mezcla de disolventes a partir de la cual puede cristalizarse el Compuesto (l). De forma alternativa,
las formas cristalinas pueden obtenerse mediante técnicas de destilacion o de adicion de disolventes. Los
disolventes adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, los disolventes no polares y los disolventes polares
mencionados anteriormente, que incluyen disolventes polares proticos tales como alcoholes, y los disolventes
polares apréticos tales como cetonas.

La presencia de mas de un polimorfo en una muestra puede determinarse mediante técnicas tales como difraccion
de rayos X de polvo (PXRD) o espectroscopia de resonancia magnética nuclear en estado sélido (SSNMR). Por
ejemplo, la presencia de picos adicionales en un patrén de PXRD medido de forma experimental cuando se
comparan con un patron de PXRD simulado puede indicar que hay mas de un polimorfo en la muestra. El PXRD
simulado puede calcularse a partir de los datos de un unico cristal. Véase Smith, D. K., "A FORTRAN Program for
Calculating X-Ray powder diffraction Patterns," Lawrence Radiation Laboratory, Livermore, California, UCRL-7196
(abril de 1963).

Caracterizacion:

La Forma H-1 y la Forma T1F-1/2 del Compuesto () pueden caracterizarse usando diversas técnicas, cuya practica
es bien conocida por los las personas de experiencia ordinaria en la técnica. Los ejemplos de procedimientos de
caracterizacion incluyen, pero sin limitacion, difraccién de rayos X por un Unico cristal, difraccién de rayos X de polvo
(PXRD), patrones de rayos X por de polvo simulados (Yin, S.; Scaringe, R. P.; DiMarco, J.; Galella, M. y Gougoutas,
J. Z., American Pharmaceutical Review, 2003, 6, 2, 80), calorimetria de barrido diferencial (DSC), RMN de 3G en
estado sélido (Earl, W. L. y Van der Hart, D. L., J. Magn. Reson., 1982, 48, 35-54), espectroscopia de Raman,
espectroscopia por infrarrojos, isotermos de absorcién de humedad, analisis gravimétrico térmico (TGA), y técnicas
de etapa caliente.

La forma H-1 puede caracterizarse y distinguirse usando difraccion de rayos X por cristal Unico, que se basa en
mediciones de celda unitaria de un Unico cristal de Forma H-1. En Stout & Jensen, X-Ray Structure Determination: A
Practical Guide, Macmillan Co., Nueva York (1968), capitulo 3, se proporciona una descripcion detallada de las
celdas unitarias. De forma alternativa, la disposicién Unica de atomos en relacién espacial en la red cristalina puede
caracterizarse de acuerdo con las coordenadas atémicas de las fracciones observadas. Otro medio de caracterizar
la estructura cristalina es mediante analisis de difraccion de rayos X de polvo en el que el perfil de difraccion se
compara con un perfil simulado que representa material puro en polvo, ambos realizados a la misma temperatura de
analisis, y las mediciones para la forma de que se trate se caracterizan en forma de una serie de valores de 26.

Una persona de experiencia ordinaria en la técnica apreciard que un patron de difraccion de rayos X puede
obtenerse con una medicion de error que depende de las condiciones de medicion que se empleen. En particular, es
conocido de forma general que las intensidades en un patrén de difraccion de rayos X pueden fluctuar dependiendo
de las condiciones de medicion que se empleen. Deberia entenderse ademas, que las intensidades relativas
también pueden variar dependiendo de las condiciones experimentales, y, por consiguiente, no deberia tomarse en
cuenta el orden exacto de la intensidad. Ademas, el error de medicién en el angulo de difraccion para un patron de
difraccion de rayos X convencional es habitualmente de aproximadamente un 5 por ciento 0 menos, y un error de
medicién asi deberia tomarse en cuenta como que corresponde a los angulos de difraccibn mencionados
anteriormente. Por consiguiente, debe entenderse que las formas cristalinas de la presente revelacion no se limitan a
las formas cristalinas que proporcionan patrones de difraccién de rayos X completamente idénticos a los patrones de
difraccion de rayos X que se representan en las Figuras anexas que se describen en el presente documento.
Cualquier forma cristalina que proporcione un patrén de difraccion de rayos X, termograma por DSC, o espectro de
SSNMR sustancialmente idéntico a los que se describen en las Figuras que se acompafan entran dentro del
alcance de la presente revelacion. La capacidad de discernir una igualdad sustancial entre los patrones de difraccion
de rayos X estan dentro del alcance de una persona de experiencia ordinaria en la técnica.

Utilidad:

Las formas H-1 y T1F-1/2 del Compuesto (I), solas o combinadas entre si y/o con otros compuestos, puede usarse
para tratar la infeccion por VHC.

La presente revelacion también proporciona composiciones que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz
de la Forma H-1 y/o de la Forma T1F-1/2 del Compuesto (l) y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El principio activo, es decir, la Forma H-1 y/o la Forma T1F-1/2 del Compuesto (l), en dichas composiciones
habitualmente comprende de 0,1 por ciento en peso a 99,9 por ciento en peso de la composicion, y a menudo
comprende de aproximadamente 5 a 95 por ciento en peso. En algunos casos, el pH de la formulacién puede
ajustarse con modificadores farmacéuticamente aceptables (tales como carbonato calcico y 6xido de magnesio) para
mejorar la estabilidad del compuesto formulado o su forma de administraciéon Las formulaciones del polimorfo de la
presente revelacion también pueden contener aditivos para potenciar la absorcién y biodisponibilidad.
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Las composiciones farmacéuticas de esta revelacion pueden administrarse por via oral, parenteral 0 mediante un
reservorio implantado. El término parenteral tal como se usa en el presente documento incluye la inyeccion o las
técnicas de infusion subcutaneas, intracutaneas, intravenosas, intramusculares, intra-articulares, intrasinoviales,
intraesternales, intratecales, y al interior de la lesion.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una preparacion inyectable estéril, por ejemplo, en
forma de una suspension acuosa u oleaginosa estéril inyectable. Esta suspensién puede formularse de acuerdo con
técnicas conocidas en la técnica usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension adecuados.
Los detalles referidos a la preparacion de dichos compuestos son conocidos por los expertos en la técnica.

Cuando se administran por via oral, las composiciones farmacéuticas esta revelacion pueden administrarse en
cualquier forma farmacéutica oralmente aceptable que incluye, pero sin limitacion capsulas, comprimidos, y
suspensiones y soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para uso oral, vehiculos que se usan
habitualmente incluyen lactosa y almidén de maiz. También pueden afadirse agentes lubricantes, tales como
estearato de magnesio. Para la administracion oral en forma de una capsula, los vehiculos/diluyentes de utilidad
incluyen lactosa, polietilenglicol de molecular peso elevado y bajo y almidén de maiz seco. Cuando se administran
suspensiones acuosas por via oral, el principio activo se combina con agentes emulsionantes y de suspension. Si se
desea, pueden anadirse ciertos agentes edulcorantes y/o aromatizantes y/o agentes colorantes.

Otros vehiculos adecuados para las composiciones anteriormente referidas pueden encontrarse en textos
farmacéuticos normativos, por ejemplo en "Remington's Pharmaceutical Sciences", 192 ed., Mack Publishing
Company, Easton, Penn., 1995. Los expertos en la técnica conocen detalles adicionales sobre el disefio y la
preparacion de formas de administracion adecuadas de las composiciones farmacéuticas de la revelacion.

Los niveles de dosis de entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 100 miligramos por kilogramo ("mg/kg") de
peso corporal por dia, mas especificamente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal por dia de los compuestos de la revelacion son habituales en una monoterapia para la prevencion y/o el
tratamiento de la enfermedad mediada por VHC. Habitualmente, las composiciones farmacéuticas de esta revelacion
se administraran de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces por dia o de forma alternativa, en forma de
infusion continua. Dicha administracion puede usarse como tratamiento crénico o en casos agudos. La cantidad de
principio activo que puede combinarse con los materiales de vehiculo para producir una Unica forma farmacéutica
variaran dependiendo del huésped a tratar y del modo de administracién particular.

Como apreciara el experto en la técnica, pueden ser necesarias dosis menores o mayores de las que se citan
anteriormente. La dosis y las pautas de tratamiento especificas para cualquier paciente particular dependeran de
varios factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico que se emplee, la edad, peso corporal, estado de
salud general, género, dieta, tiempo de administracion, la duracion de tratamiento, velocidad de excrecion,
combinacion de farmacos, la gravedad y curso de la infeccion, la disposicion del paciente a la infeccién y el criterio
del médico que lo esté tratando. En una realizacién, las formulaciones monodosis son las que contienen una dosis o
subdosis diaria, como se cita anteriormente en el presente documento, o una fracciéon apropiada de la misma, de un
principio activo. De forma general, el tratamiento se inicia con dosis pequefias sustancialmente inferiores a la dosis
optima del péptido. A partir de ahi, la dosis se aumenta en incrementos pequefnos hasta que se obtiene el efecto
optimo para las circunstancias. En general, el compuesto se administra, de la forma mas deseable, a un nivel de
concentracion que de forma general logrard resultados antiviralmente eficaces sin provocar efectos secundarios
daninos o perjudiciales.

Cuando las composiciones de esta revelacion comprenden una combinacion del polimorfo de la revelacion y uno o
mas agentes terapéuticos o profilacticos, tanto el compuesto como el agente adicional estan habitualmente
presentes a niveles de dosis de entre aproximadamente 10 y 100 por ciento, y mas preferiblemente de entre
aproximadamente 10 y 80 por ciento de la dosis que normalmente se administra en una pauta de monoterapia. La
administracion del uno o mas agentes adicionales puede producirse antes, después, o de forma simultanea con el
polimorfo de la presente revelacion.

Cuando el polimorfo se formula junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, la composicién resultante puede
administrarse in vivo a mamiferos, tales como el hombre, para inhibir NS3/4A o para tratar o prevenir la infeccion por
el virus VHC. Dicho tratamiento también puede lograrse usando el polimorfo de esta revelacién combinado con
agentes que incluyen, pero sin limitacién: agentes inmunomoduladores, tales como interferones; otros agentes
antivirales tales como ribavirina, amantadina; otros inhibidores de NS3/4A; inhibidores de otras dianas del ciclo vital
de VHC tal como helicasa, polimerasa, metaloproteasa, o sitio de entrada interno de los ribosomas; o sus
combinaciones. Los agentes adicionales pueden combinarse con el polimorfo de esta revelacién para crear una
Unica forma farmacéutica. De forma alternativa estos agentes adicionales pueden administrarse por separado a un
mamifero como parte de una forma farmacéutica mdultiple.

La Tabla 1 dada a continuacion, recoge algunos ejemplos ilustrativos de compuestos que pueden administrarse con
los compuestos de esta revelacion. Los compuestos de la revelacién pueden administrarse con otros compuestos
con actividad contra VHC en politerapia, ya sea de forma conjunta o separada, o combinando los compuestos en
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Tabla 1
Nombre comercial Clase fisiologica | Tipo de inhibidor o diana Compariia proveedora
NIM811 Inhibidor de ciclofilina Novartis
Zadaxin Inmunomodulador Sciclona
Suvus Azul de metileno Bioenvision
Actilon (CPG10101) Agonista de TLR9 Coley

Batabulina (T67) Anticanceroso Inhibidor de B-tubulina Tularik Inc., South San Francisco, CA
ISIS Pharmaceuticals Inc, Carlsbad,
ISIS 14803 Antiviral Antisentido CA/Elan Phamaceuticals Inc., Nueva
York, NY
Summetrel Antiviral antiviral Endo Pharmaceuticals Holdings Inc.,
Chadds Ford, PA
GS-9132 (ACH-806) Antiviral Inhibidor de VHC Achillion / Gilead
Compuestos y sales de
pirazolopirimidina
A partir del documento Antiviral Inhibidores de VHC Arrow Therapeutics Ltd.
WO-2005047288
26 de mayo de 2005
Levovirina Antiviral Inhibidor de IMPDH Ribapharm Inc., Costa Mesa, CA
Merimepodib . _ Vertex Pharmaceuticals Inc.,
(VX-497) Antiviral Inhibidor de IMPDH Cambridge, MA
XTL-6865 (XTL-002) Antiviral Anticuerpo monoclonal | X't B'Opharma"%‘ig‘;?'s Ltd., Rehovot,
i | rbdorceaseina | o notes Phaneetest b,
(VX-950, LY-570310) protesasa NS3 ge, A Sty y ©o. Inc.,
Indianapolis, IN
VHC-796 Antiviral inhibidor 96 'a replicasa Wyeth / Viropharma
NM-283 Antiviral '”h'b'dorﬁgé%rep“casa Idenix / Novartis
GL-59728 Antiviral inhibidor ¢ Ja replicasa Gene Labs / Novartis
GL-60667 Antiviral '”hibidorﬁgé%rep"casa Gene Labs / Novartis
, - Inhibidor de la replicasa .
2'C MeA Antiviral NS5B Gilead
. Inhibidor de la replicasa
PSI1 6130 Antiviral NS5B Roche
. Inhibidor de la replicasa
R1626 Antiviral NS5B Roche
2'C Metil adenosina Antiviral InhlbldorSgé%repllcasa Merck
JTK-003 Antiviral Inhibidor de RdRp Japan Tobacco Inc., Tokio, Japén
Levovirina Antiviral Ribavirina ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA
Ribavirina Antiviral Ribavirina Schering-Plough Corporation,
Kenilworth, NJ
Viramidina Antiviral Profarmaco de ribavirina Ribapharm Inc., Costa Mesa, CA
Heptazyma Antiviral Ribozima Ribozyme Pharmaceuticals Inc.,
ptazy Boulder, CO
BILN-2061 Antiviral Inhibidor de serina Boehringer Ingelhelm Phqrma KG,
proteasas Ingelheim, Alemania
. Inhibidor de serina )
SCH 503034 Antiviral oroteasas Schering Plough
. SciClone Pharmaceuticals Inc., San
Zadazim Inmunomodulador Inmunomodulador Mateo, CA
Ceplene Inmunomodulador Inmunomodulador Maxim Pharmaceutlcals Inc., San
Diego, CA
Inmunosupresor IgG de F. Hoffmann-La Roche LTD, Basel,
CellCept Inmunosupresor VHC Suiza
Givacir INMUNOSLBresor Inmunosupresor IgG de Nabi Biopharmaceuticals Inc., Boca
P VHC Raton, FL

10




10

15

ES 2536 409 T3

Nombre comercial Clase fisiolégica | Tipo de inhibidor o diana Compariia proveedora
. . . Human Genome Sciences Inc.,
Albuferén - o Interferén Albumina IFN-a2b Rockville, MD
. InterMune Pharmaceuticals Inc.,
Infergen A Interferén IFN alfacon-1 Brisbane, CA
Omega IFN Interferén IFN-o Intarcia Therapeutics
IFN-B y EMZ701 Interferon IFN-B y EMZ701 Transition Theggﬁ;‘g? Inc., Ontario,
Rebif Interferén IFN-O1a Serono, Ginebra, Suiza
Roferén A Interferén IFN-02a F. Hoffmann-Leéllj{igghe LTD, Basel,
. . Schering-Plough Corporation,
Intrén A Interferén IFN-02b Kenilworth, NJ
RegeneRx Biopharmiceuticals Inc.,
. . . . . Bethesda, MD/
Intr6n A y Zadaxina Interferén IFN-o2b/a1-timosina SciClone Pharmaceduticals Inc, San
Mateo, CA
. . o Schering-Plough Corporation,
Rebetron Interferén IFN-a2b/ribavirina Kenilworth, NJ
Actinmune Interferén INF-y InterMune Inc., Brisbane, CA
Interferon-f Interferén Interferén-p-1a Serono
Multiferén Interferén IFN de duracion Viragen/Valentis
prolongada
Wellferén Interferén IFN-an1 linfoblastoide | G@x0SMmithidine pic. Uxbridge, Reino
Omniferén Interferén IFN-o natural Viragen Inc., Plantation, FL
Pegasys Interferén IFN-02a PEGilado F. Hoffmann-LaSlI?ig:he LTD, Basel,
. IFN-a2a/ PEGilado Maxim Pharmaceuticals Inc., San
Pegasys y Cepleno Interferén Inmunomodulador Diego, CA
o p IFN-02a/ F. Hoffmann-La Roche LTD, Basel,
Pegasys y ribavirina Interferén PEGilado/ribavirina Suiza
i . . Schering-Plough Corporation,
PEG-Intrén Interferén IFN-02b PEGilado Kenilworth, NJ
e O . IFN-a2b/ Schering-Plough Corporation,
PEG-Intron / ribavirina Interferon PEGilado/ribavirina Kenilworth, NJ
Proteccion el za Indevus Pharmaceuticals Inc.,
IP-501 hepatica antifibrético Lexington, MA
IDN-6556 Protepglon Inhibidor de caspasa Idun Pharmaceuticals Inc., San Diego,
hepatica CA
ITMN-191 (R-7227) Antiviral Inhibidor de serina InterMune Rharmaceutlcals Inc.,
proteasas Brisbane, CA
GL-59728 Antiviral '”h'b'dorﬁgé%rep"casa Genelabs
ANA-971 Antiviral Agonista de TLR-7 Anadys
TMC-465350 Antiviral Inhibidor de serina Mglelr/
proteasas Tibotec

Otro aspecto de esta revelacion proporciona procedimientos de inhibir la actividad de NS3 de VHC en pacientes
mediante la administracion del polimorfo de la presente revelacion.

En una realizacién, estos procedimientos son utiles para disminuir la actividad de NS3 de VHC en el paciente. Si la
composicién farmacéutica comprende soélo el polimorfo de esta revelacion como componente activo, dichos
procedimientos ademas pueden comprender la etapa de administrar a dicho paciente un agente que se selecciona a
partir de un agente inmunomodulador, un agente antiviral, un inhibidor de NS3 de VHC, o un inhibidor de otras
dianas en el ciclo vital del VHC tal como, por ejemplo, helicasa, polimerasa, proteasa, 0 metaloproteasa. Dicho
agente adicional puede administrarse al paciente antes, de forma concurrente o después de la administracion de los
compuestos de esta revelacion.

En otra realizacién, estos procedimientos son Utiles para inhibir la replicacion virica en un paciente. Dichos
procedimientos pueden ser Utiles para tratar o prevenir la enfermedad por VHC.

Los polimorfos de la revelacién también pueden usarse como reactivo de laboratorio. Los polimorfos pueden ser
instrumentos que proporcionen herramientas de investigacion para disefiar los ensayos de replicacion virica, la
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validacién de los sistemas de ensayos en animales y los estudios de biologia estructural que potencien mas el
conocimiento sobre los mecanismos de la enfermedad por VHC.

Los polimorfos de esta revelacion también pueden usarse para tratar o prevenir la contaminacion virica de materiales
y por lo tanto reducir el riesgo de infeccién virica del personal de laboratorio 0 médico o de los pacientes que entran
en contacto con dichos materiales, por ejemplo, sangre, tejido, instrumentos y prendas quirdrgicos, aparatos y
materiales de extraccién o transfusion de sangre.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran la revelacion.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Preparacion de la Forma H-1/T1F-1/2

Se agita N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-4-((7-cloro-4-metoxi- 1-isoquinolinil)oxi)-N-((1R,2S)-1-
((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida amorfa (preparada de acuerdo con el procedimiento
que se describe en el documento U.S. 6.995.174) o se somete a ultrasonidos en etanol a temperatura ambiente con
una concentracion de 8-10 ml de disolvente/g de compuesto. El sélido primero se disuelve instantaneamente en la
solucion y después forma una suspension en varios minutos de agitacién. La forma cristalina obtenida a partir de la
suspensién es un solvato (Forma E2-2). La suspensién se aisla y se seca a 50 °C a vacio, produciendo la formacién
de T1F-1/2. La forma T1F-1/2 puede transformarse en H-1, dando lugar bien a una mezcla de ambas formas o a la
conversion a la forma H-1, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura ambientales.

Se disuelve N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-4-((7-cloro-4-metoxi-1-isoquinolinil)oxi)-N-((1 R,2S)-1-
((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida cristalina en etanol a 50 °C con una concentracion de
10-12 ml de disolvente/g de compuesto. (Puede afnadirse heptano a la soluciéon a 50 °C en esta etapa.) El lote
agitado se enfria gradualmente a 20 °C y se madura para que se desarrolle la cristalizacion. La siembra es opcional;
se siembra entre 45 °C y 20 °C formando una suspensién. La forma cristalina obtenida a partir de la suspension es
un solvato. La suspensién después se filtra y el sélido obtenido se seca a 50 °C a vacio, produciendo la formacién
de T1F-1/2. La forma T1F-1/2 puede transformarse en H-1, dando lugar bien a una mezcla de ambas formas o a la
conversion a la forma H-1, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura ambientales.

Transformacion en estado sélido mediante hidratacion del sdlido con gas

El hidrato H-1 se puede preparar convirtiendo el acido libre T1F-1/2 mediante hidratacién con aire o nitrégeno
himedo en condiciones controladas. La forma T1F-1/2 en contacto con un flujo de aire o nitrégeno humidificado se
transforma en el hidrato durante un periodo de tiempo (caudal 300-1000 ml/min, HR>90 %, en 24 horas a
temperatura ambiente). También se observa que secando la torta himeda de E2-2 aislada por cristalizacion en aire
o nitrégeno en condiciones ambientales (HR 40-80 %, temperatura ambiente) convertird finalmente el solvato en
hidrato.

Conversion en suspension de hidrato en la cristalizacion

La cristalizacién se preparé en composiciones variables de EtOH y agua para examinar la(s) forma(s) cristalina(s)
obtenida(s) y se evalué la posibilidad de conseguir el hidrato directamente en la suspensién. Es necesaria una alta
actividad de agua para formar el hidrato en la conversion en suspension: la torta himeda de E2-2 resuspendida
durante un periodo de tiempo a 20-50 °C se convierte en el hidrato con E2-2 residual presente en la suspension.
Este procedimiento también se puede aplicar a otros solvatos en alcohol (por ejemplo, M-1, metanolato) en la
transformacion en el hidrato en una suspensién que contiene agua.

Ejemplo 2
Preparacion alternativa de la Forma H-1 y/o T1F-1/2

Se agita N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-4-((7-cloro-4-metoxi- 1-isoquinolinil)oxi)-N-((1R,2S)-1-
((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida (preparada de acuerdo con el procedimiento que se
describe en el documento U.S. 6.995.174) o se somete a ultrasonidos en alcohol isopropilico a temperatura
ambiente con una concentracion de 5-14 ml de disolvente/g de compuesto. El sélido primero se disuelve con o sin
agitacion en la solucién y después forma una suspensién en varios minutos. La forma cristalina obtenida a partir de
la suspension es un solvato. La suspension se aisla y se seca a 50 °C a vacio, produciendo la formacion de T1F-
1/2. La forma T1F-1/2 puede transformarse en H-1, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura
ambientales. La forma T1F-1/2 puede transformarse en H-1, dando lugar bien a una mezcla de ambas formas o a la
conversion a la forma H-1, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura ambientales.
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Se disuelve N-(terc-butoxicarbonil)-3-metil-L-valil-(4 R)-4-((7-cloro-4-metoxi-1-isoquinolinil)oxi)-N-((1 R,2S)-1-
((ciclopropilsulfonil)carbamoil)-2-vinilciclopropil)-L-prolinamida cristalina en alcohol isopropilico a 50-60 °C con una
concentracién de 15-17 ml de disolvente/g de compuesto. (Puede afadirse agua a la solucion a 60 °C en esta
etapa.) La siembra es opcional. El lote en agitacion se enfria gradualmente a 10 °C y se madura para que se
desarrolle la cristalizacion. La forma cristalina obtenida a partir de la suspension es un solvato. La suspension
después se filtra y el solido obtenido se seca a 50 °C a vacio, produciendo la formaciéon de T1F-1/2. La forma T1F-
1/2 puede transformarse en H-1, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura ambientales. La forma
T1F-1/2 puede transformarse en H-1, dando lugar bien a una mezcla de ambas formas o a la conversion a la forma
H-1, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura ambientales.

Ejemplo 3

Preparacion alternativa de la Forma H-1

También se prepararon cristales de H-1 de la forma siguiente: El compuesto (amorfo o cristalino) se disolvié en
metanol. Se anadié agua como antidisolvente. Se obtuvieron cristales en forma de prisma o de lamina que eran un
solvato 1:1 en metanol. Estos cristales se dejaron en condiciones ambientales y se convirtieron en la Forma H-1
mediante intercambio lento de disolvente entre el metanol de los cristales y la humedad ambiental.

Ejemplo 4

Preparacion alternativa de la Forma T1F-1/2

o
= TsOHH,NI 1
-
Ly ZN u
1. Boc-L-Hyp- cl
OH O

= [5)
(Compuesta B) z 1. Compuesto C
cl (KOIBu, DMSO] O_/(O EDAC, HOBT, DIPEA, CHzCl2

H
a 2. Cristalizacidon N OH g N M- g
a partir de Boc » Boc H N.g
Compuesto A EtOAc y heptano 2. Cristalizacion a partir de o o \V4
CaH7C1zNO MeOH G rnum[l)mn 3
Peso Mal: Compuesto C Compuesto E ompuesto
228,07 CagHzsCIN=Os CaaHasCINOaS Cz3HasCINaOsS Peso
' Peso Mol: 422,86 Peso Mol: 635,13 Mol: 635,13
J HCI5-6 Nen IPA
- 1. Boc-L-leucina {Compuesto G)

HATU, I-PrzEtN, CH:Cla o

o
= 2. Cristalizacion a partir de EtOH =
N
cl - o =N
o
7 o

()< (<L

H H
N Nit- ' o N NIt /

! N, & ! N .0

BocHN,, H g ‘Hel | H g7
Compuesto (1) Compuesto F
CasHasCIN=Os5 CasHz:ClzN4OsS
Peso Mol: 748,29 Peso Mol: 571,47

Preparacion del Compuesto C

Se anadi6 DMSO (264 ml) a una mezcla del Compuesto A (6 g, 26,31 mmol, 1,0 eq, 96,5 % de potencia),
Compuesto B (6,696 g, 28,96 mmol, 1,1 eq) y KOtBu (8,856 g, 78,92 mmol, 3 eq) en atmdsfera de nitrdgeno y se
agité a 36 °C durante 1 hora. Después de enfriar la solucion oscura a 16 °C, se traté con agua (66 ml) y EtOAc (132
ml). La mezcla bifasica resultante se acidificé a pH 4,82 con HCI 1 N (54 ml) a 11,2-14,6 °C. Las fases se separaron.
La fase acuosa se extrajo una vez con EtOAc (132 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con 25 % de
salmuera (2 x 132 ml). La fase orgéanica rica (228 ml) se destilé a 30-40 °C/50 mbar a 37,2 ml. Se afadié nuevo
EtOAc (37,2 ml) y se destilé a 37,2 ml a 30-35 °C/50 mbar. Después de calentar la solucién de EtOAc final (37,2 ml)
a 50 °C, se anadi6 heptano ((37,2 ml) a 46-51 °C y se enfri6 a 22,5 °C durante 2 horas. Se sembré con 49 mg del
Compuesto C y se mantuvo a 23 °C durante 15 minutos para conseguir una suspension fina. Se enfri6 a 0,5 °C en
30 minutos y se mantuvo a 0,2-0,5 °C durante 3 horas. Después de la filtracién, la torta se lavo con heptano (16,7
ml) y se secé a 47 °C/80 mm/15,5 horas proporcionando el Compuesto C en forma de soélidos de color beige
(6,3717 g, 58,9 % de rendimiento corregido, 99,2 % de potencia, 97,4 de PA).
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Preparacion del Compuesto E

Se afadié DIPEA (2,15 ml, 12,3 mmol, 1,3 eq) seguido de EDAC (2 g, 10,4 mmol, 1,1 eq) a una mezcla del
Compuesto C (4 g, 9,46 mmol, 97,4 % de potencia, 98,5 de PA), Compuesto D (4,568 g, 11,35 mmol, 1,20 eq),
HOBT-H:2O (0,86 g, 4,18 mmol, 0,44 eq) en CHxCl> (40 ml) a 23-25 °C en atmoésfera de nitrégeno. La reaccién se
complet6 después de 3 horas a 23-25 °C. Después se lavdo HCI 1 N (12 ml), agua (12 ml) y 25 % de salmuera (12
ml). Se anadié MeOH (80 ml) a la solucién orgéanica rica a 25 °C, que se destil6 a presién atmosférica a ~60 ml para
iniciar la cristalizacién del producto. La suspension de cristales después se enfrié de 64 °C a 60 °C en 5 minutos y
se agité a 60 °C durante 1 hora. Se enfri6 mas hasta 24 °C durante 1,5 horas y se mantuvo a 24 °C durante 2
horas. Después de la filtracion, la torta se lavé con MeOH (12 ml) y se sec6 a 51 °C/20-40 mm/18 horas
proporcionando el Compuesto E (5,33 g, 89 % de rendimiento, 97,7 % de potencia, 99,1 de PA).

Preparacion del Compuesto F

Se afiadié HCI 5-6 N en IPA (10,08 ml, 50,5 mmol, Normalidad: 5 N) en cuatro porciones en 1 hora a una solucién
del Compuesto E (8 g, 12,6 mmol, 97,7 % de potencia, 99,1 de PA) en IPA (120 ml) a 75 °C. Después de agitar
durante 1 hora a 75 °C, la suspension resultante se enfri6 a 21 °C en 2 horas y se agité a 21 °C durante 2 horas.
Se filtrd y la torta se lavd con IPA (2 x 24 ml). La torta himeda se sec6 a 45 °C/vacio del laboratorio/16 horas
proporcionando el Compuesto F en forma de un sélido blanquecino (6,03 g, 84,5 % de rendimiento, 98,5 % de
potencia, 100 de PA).

Preparacion del Compuesto (1)

Se anadié DIPEA (9,824 ml) seguido de HATU (7,99 g) a una mezcla en agitacién del Compuesto F (10 g, 99,2 % de
potencia, 99,6 de PA) y Compuesto G (4,41 g) en CH2Cl, (100 ml) a 2,7-5 °C en atmdsfera de nitrégeno. La solucién
marron claro resultante se agité a 0,2-3 °C durante 1,5 horas, a 3-20 °C en 0,5 horas y a 20-23 °C durante 15,5
horas hasta que se complet6 la reaccion. Se inactivé con HCI 2 N (50 ml) a 23 °C y se agitdé durante 20 minutos a
23-24 °C. La mezcla bifasica se filtré para refinar a través de tierra de diatomeas (Celite®) (10 g) para eliminar los
solidos insolubles de HOAT y HATU. La torta de filirado se lavé con 20 ml de CH2Cl,. Después de separar la fase
organica de los filtrados, se lavd con HCI 2 N (5x 50 ml) y agua (2x 50 ml). La fase organica (115 ml) se concentré a
~50 ml, que se diluyeron con EtOH absoluto (graduacién de 200, 100 ml) y se concentr6 de nuevo a ~50 ml. Se
anadié6 EtOH absoluto (50 ml) para llevar el volumen final a 100 ml. Después se calenté a 50 °C formando una
solucién transparente y se mantuvo a 50 °C durante 35 minutos. La solucion etandlica se enfrié de 50 a 23 °C
durante 15 minutos formando la suspension de cristales. La suspension se agité a 23 °C durante 18 horas, se enfrié
a 0,3 °C durante 30 minutos y se mantuvo a 0,2-0,3 °C durante 2 horas. Después de la filtracion, la torta se lavo con
EtOH frio (2,7 °C, 2x 6 ml) y se secé a 53 °C/72 mm/67 horas proporcionando el Compuesto () en la Forma T1F-
1/2 en forma de un sélido blanquecino (10,49 g, 80,7 % de rendimiento, 99,6 de PA).

Las Formas H-1 y T1F-1/2 se analizaron usando uno o mas de los procedimientos de analisis que se describen a
continuacion.

1 Mediciones por Rayos X con cristal tnico

Se usé un difractémetro Nonius Kappa CCD equipado con radiacién Ko de grafito-Mo monocroma (A = 0,7107 A)
para obtener los datos de difraccion a temperatura ambiente. Se obtuvo un conjunto de datos completo usando el
modo de barrido w en el intervalo de 26 y se proces6 usando la rutina asociada con el sistema del difractémetro
(programa de Kappa CCD, Nonius BV, Delft, Holanda, 1999). Los parametros de la celda unitaria finales se
determinaron usando todo el conjunto de datos. Todas las estructuras se resolvieron mediante procedimientos
directos y se refinaron mediante las técnicas de menor de los cuadrados de matriz completa, usando el paquete del
programa SHELXTL (Sheldrick, GM. 1997, SHELTL. Structure Determination Programs. Versién 5.10, Bruker AXS,
Madison, Wisconsin, EE. UU.). La funcion que minimizaba el refinamiento era Zu(|Fo| - |Fc|)2. R se define como %
||[Fo| - |Fc||/Z |Fo| mientras que Rw = [Zw( |Fo| - |Fc|)2/Zw |Fo|2]”2, donde w es una funcion ponderadora apropiada
basada en errores de las intensidades observadas. Se examinaron mapas de diferencias de Fourier en todas las
etapas del refinamiento. Todos los atomos distintos del hidrogeno se refinaron con parametros de desplazamiento
térmico anisotrdpico. Los atomos de hidrogeno asociados a los enlaces de hidrégeno se ubicaron en los mapas de
diferencias de Fourier finales mientras que las posiciones de los otros atomos de hidrégeno se calcularon a partir de
una geometria ideal con longitudes y angulos de los enlaces estandar. Se les asignaron factores de temperatura
isotropicos y se incluyeron en los calculos de factores estructurales con parametros fijos.

Los datos de los cristales de la forma H-1 se muestran en la Tabla 2. Las coordenadas fraccionadas de los atomos
se recogen en la Tabla 3. Una persona de experiencia ordinaria en la técnica deberia entender que es posible que
haya ligeras variaciones en las coordenadas y que se considera que estan dentro del alcance de la presente
revelacion.
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Tabla 2. Datos de los cristales de la Forma H-1

Temperatura temperatura ambiente
Longitud de onda 0,7107 A

Sistema cristalino, grupo espacial Ortorrémbico

Dimensiones de la celda unitaria a=10,0802(1) A alfa = 90,00

b = 16,6055(2) A beta = 90,00°
c = 24,9294(3) A gamma = 90,00°

Volumen 4172,85(8) A°
Z, Densidad calculada 4, 1,220 Mg/m®
Tabla 3. Coordenadas atomicas
Atomo X \4 z Atomo X \4 z
s(1) 4633(2) 1649(1) | 6093(1) 0(8) 2101(3) 6221(2) 4962(2)
N(1) 4351(5) 2223(2) | 5569(2) ca) 2870(11 464(5) 5759(4)
N(2) 3770(4) 3280(2) | 4728(1) c) 4303(8) 668(3) 5873(3)
N(3) 3590(4) 4937(2) | 5607(2) c@) 3535(11 137(4) 6251(3)
N(4) 2677(6) 4277(4) | 6916(2) C(4) 5005(5) 2093(3) 5089(2)
o) 3677(8) 1898(3) | 6465(2) c(5) 4463(4) 2547(3) 4620(2)
0(2) 5997(7) 1682(4) | 6230(3) Cc(6) 5213(6) 2451(3) 4100(2)
0(3) 5891(4) 1613(2) | 5053(2) c(7) 3892(6) 2041(3) 4159(2)
0(4) 5570(3) 3910(2) | 5093(2) c(®) 3733(7) 1146(4) 4208(2)
0o(5) 3215(3) 3701(2) | 5941(1) c(9) 4597(9) 621(4) 4048(5)
0(6) 1838(7) 5342(6) | 7297(3) C(10) 4385(4) 3907(2) 4968(2)
o(7) 965(8) 4111(6) | 7476(3) c(i) 3500(4) 4639(2) 5061(2)
c(12) 3970(6) 5355(3) | 4730(2) | C(30) | 304(8) 6707(3) 4469(3)
c(13) 3495(5) 6077(3) | 5045(2) | C(31) | -584(7) 6494(3) 4875(3)
C(14) 3637(6) 5819(3) | 5640(2) | C(32) | -1848(7) 6620(4) 4807(5)
c(15) 3451(5) 4424(3) | 6021(2) | C(33) | -2325(15) 6965(6) 4310(7)
c(16) 3606(6) 4702(3) | 6603(2) | C(34) | -1576(17) 7197(5) 3918(5)
c(17) 5104(7) 4618(4) | 6797(3) | CI(1) | -2988(2) 6335(2) 5319(2)
c(18) 5991(7) 5136(5) | 6512(3) | C(4) | -530(14) 5479(13) | 7544(9)
c(19) 5075(13 | 4835(6) | 7407(3) | C(3) | 1250(30) 6541(9) | 7751(10)
C(20) 5573(8) 3749(5) | 6748(4) | C(2) | 1088(19) 5236(10) | 8267(5)
c21) 1764(11 4565(8) | 7247(3) | C(1) | 921(17) 5659(9) 7735(6)
C(26) 1723(7) 6568(3) | 4504(2) | O(28) | 253(10) 7631(5) 3159(3)
N(5) 2626(8) 6756(3) | 4152(2) | C(281 | 1165(18) 7762(10) | 2753(6)
ce7 2129(14) | 7105(5) | 3682(3) OW | 1760(70) 6690(30) | 6150(30)
C(28) 820(19) 7272(4) | 3590(3)
C(29) -131(13) | 7075(3) | 3984(3)

2. Difraccion de rayos X de polvo

Los datos de la difraccion de rayos X de polvo (PXRD) se obtuvieron usando un aparato Bruker C2 GADDS. La
radiacion era Ko de Cu (40 KV, 50 mA). La distancia entre la muestra y el detector era de 15 cm. Las muestras de
polvo se introdujeron en capilares de cristal sellados de 1 mm o menos de diametro; el capilar se roté durante la
obtencion de los datos. Los datos se obtuvieron para 3<26<35° con un tiempo de exposicién de la muestra de al
menos 2000 segundos. Los arcos de difraccion bidimensionales resultantes se integraron creando un patrén de
PXRD unidimensional tradicional con un tamafo de incremento de 0,02 grados 26 en el intervalo de 3 a 35 grados
20.

Los resultados del patron de PXRD y un patrdn simulado calculado a partir de los datos de un cristal Unico para la
Forma H-1 se muestran en la FIG. 2.

Los resultados del patrén de PXRD para la Forma T1F-1/2 se muestran en la FIG. 3.
La FIG. 4 muestra el analisis por PXRD de la interconversion entre la Forma T1F-1/2 y la Forma H-1.

La Tabla 4 recoge los picos caracteristicos de PXRD que describen las Formas H-1 y T1F-1/2 del Compuesto (I).
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Tabla 4. Posiciones de los picos de difraccion caracteristicos (grados 26 £+ 0,1) a temperatura ambiente,
basados en un patrén de alta calidad obtenido con un difractdémetro (Ko de Cu) con un capilar giratorio con 26
calibrado con un patrén testigo NIST.

Forma H-1 Forma T1F-1/2
6,3 7,3
71 9,1
9,4 10,0
10,3 10,6
12,7 11,1
13,8 12,3
17,5 15,6
18,7 20,1
20,6 20,9
22,5 27,8

3. Calorimetria de barrido diferencial

Los experimentos de calorimetria de barrido diferencial (DSC) se realizaron en un aparato TA Instruments ™ modelo
Q2000, Q1000 6 2920. La muestra (aproximadamente 2-6 mg) se pes6 en una bandeja de aluminio y se registro el
peso de forma exacta hasta una centésima de miligramo, y se transfiri6 al DSC. El aparato se purgd con gas
nitrégeno a 50 ml/minuto. Los datos se obtuvieron entre temperatura ambiente y 300 °C con una velocidad de
calentamiento de 10 °C/minuto. La gréfica se represent6 con los picos endotérmicos hacia abajo.

El patrén de DSC de la Forma H-1 se muestra en la FIG. 5. El patrén de DSC de la Forma T1F-1/2 se muestra en la
FIG. 6.

4. RMN en estado sdlido (SSNMR)

Todas las mediciones de RMN de '*C en estado solido se realizaron con un aparato espectrometro de RMN Bruker
DSX-400, a 400 MHz. Los espectros de alta resolucion se obtuvieron usando desacoplamiento de protones a alta
potencia y la secuencia de pulsos de TPPM y polarizacion cruzada con amplitud de rampa (RAMP-CP) con rotacién
en angulo magico (MAS) a aproximadamente 12 kHz (A. E. Bennett y cols. J. Chem. Phys. 1995, 103, 6951). (G.
Metz, X. Wu, y S. O. Smith, J. Magn. Reson. A., 1994, 110, 219-227). Se usaron aproximadamente 70 mg de
muestra, envasados en un rotor de zirconia con disefio de cartucho para cada experimento. Los desplazamientos
quimicos (8) se reverenciaron al adamantano externo ajustando la resonancia a alta frecuencia a 38,56 ppm (W. L.
Early D. L. VanderHart, J. Magn. Reson., 1982, 48, 35-54).

Los espectros de SSNMR para la Forma T1F-1/2 se muestran en la FIG. 7.

5. Anadlisis gravimétrico térmico (TGA) (Bandeja abierta)

Los experimentos de analisis gravimétrico térmico (TGA) se realizaron en un aparato TA Instruments™ modelo Q500
6 2950. La muestra (aproximadamente 10-30 mg) se introdujo en una bandeja de platina previamente tarada. El
peso de la muestra se midié de forma exacta y se registré a una milésima de miligramo mediante el aparato. El
horno se purgd con gas nitrogeno a 100 ml/minuto. Los datos se obtuvieron entre temperatura ambiente y 300 °C a
10 °C/minuto de velocidad de calentamiento.

Los patrones por TGA de la Forma H-1 y de la Forma T1F-1/2 se muestran en la FIG. 9 y FIG. 10, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Forma H-1 de

Cl

—
§ NS N
N7
>(o\ﬂ/N_v§o = o”S/W

caracterizada por uno o mas de los siguientes:
a) una celda unitaria con parametros sustancialmente iguales a los siguientes:

Dimensiones de la celda: a = 10,0802 A
b= 16,6055 A

c=24,9294 A

o = 90,00 grados

B = 90,00 grados

v = 90,00 grados

Grupo espacial P212:24
Moléculas/celda unitaria 4

en la que la medicion de dicha forma cristalina es a una temperatura de entre aproximadamente 20 °C y
aproximadamente 25 °C;

b) picos caracteristicos en el patrén de difraccion de rayos X de polvo en valores de dos theta de 6,3 + 0,1, 7,1 £ 0,1,
9,4+0,1,10,3+0,1,12,7+0,1,13,8+0,1, 17,5+ 0,1, 18,7+ 0,1, 20,6 £ 0,1 y 22,5 £ 0,1 a una temperatura de entre
aproximadamente 20 °C y aproximadamente 25 °C; y/o

c) caracterizada por las siguientes coordenadas atémicas fraccionales en la celda unitaria:

Atomo X |4 z Atomo X \4 z
S(1) | 4633(2) | 1649(1) | 6093(1) | o(g) 2101(3) 6221(2) | 4962(2)
N(1) | 4351(5) | 2223(2) | 5669(2) | (1) 2870(11) 464(5) | 5759(4)
NE) 3770(4) | 3280(2) | 4728(1) | o) 4303(8) 668(3) | 5873(3)
NG3) 3500(4) | 4937(2) | 5607(2) | c(3) 3535(11) 137(4) 6251(3)
N@) | 2677(6) | 4277(4) | 69162) | ca) 5005(5) 2093(3) | 5089(2)
od) | 36778) | 1898(3) | 6465(2) | o(s) 4463(2) 2547(3) | 4620(2)
O@) | 5997(7) | 1682(4) | 62303) | o(6) 5213(6) 2451(3) | 4100(2)
03) 5891(4) | 1613(2) | 5053(2) | o(7) 3892(6) 2041(3) | 4159(2)
o) 5570(3) | 3910(2) | 5093(2) | cyg) 3733(7) 1146(4) | 4208(2)
0(5) 3215@3) | 8701(2) | 5941(1) | c9) 4597(9) 621(4) 40438(5)
06) 1838(7) | 5342(6) | 7297(3) | c(10) 4385(4) 3907(2) | 4968(2)
o) 965(8) | 4111(6) | 74763) | c(11) 3500(4) 4639(2) | 5061(2)

C(i2) | 8970(6) | 5355(3) | 4730(2) | C(30) | 304(8) 6707(3) | 4469(3)

C(13) | 3495(5) | 6077(3) | 5045(2) | C(31) | 584(7) 6494(3) | 4875(3)

C(ia) | 3637(6) | 5819(3) | 5640(2) | C(32) | -1848(7) 6620(4) | 4807(5)

C5) | 3451(5) | 4424(3) | 6021(2) | C(33) | -2325(15) 6965(6) | 4310(7)

C(ie) | 3606(6) | 4702(3) | 6603(2) | C(34) | -1576(17) 7197(6) | 3918(5)

C(7) | 5104(7) | 4618(4) | 6797(3) | C(1) | 2988(2) 6335(2) | 5319(2)

Cis) | 5991(7) | 5136(5) | 6512(3) | C(4) | -530(14) 5479(13) | 7544(9)

Ci9) | 5075(13) | 4835(6) | 7407(3) | C(3) | 1250(30) 6541(9) | 7751(10)
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Atomo X |4 z Atomo X \4 z
C(20) 5573(8) 3749(5) 6748(4) C(2) 1088(19) 5236(10) 8267(5)
C(21) | 1764(11) | 4565(8) | 7247(3) | C(1) | 921(17) 5659(9) | 7735(6)
C2e) | 1723(7) | 6568(3) | 4504(2) | O(28) | 253(10) 7631(5) | 3159(3)
NG) 2626(8) | 6756(3) | 4152(2) | C(281) | 1165(18) 7762(10) | 2753(6)
c(27) 2129(14) 7105(5) 3682(3) ow 1760(70) 6690(30) 6150(30)
Clos) | 820(19) | 7272(4) | 3590(3)
Ceo) | -131(18) | 7075(3) | 3984(3)

2. Forma H-1 de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene una pureza de al menos el 95 por ciento en peso.
3. Forma H-1 de acuerdo con la reivindicacién 1 que tiene una pureza de al menos el 99 por ciento en peso.

4. Forma T1F-1/2 de

o
| X
o _N
0
(AL />
H N N H
O— N H N.g
SO s
o) AV

caracterizada por uno o mas de los siguientes:

a) picos caracteristicos en el patrén de difraccién de rayos X de polvo en valores de dos theta de 7,3 £ 0,1, 9,1 £
o,1,10,0+0,1, 10,6 £ 0,1, 11,1 £ 0,1, 12,3+ 0,1, 15,6 £ 0,1, 20,1 £ 0,1, 20,9 + 0,1 y 27,8 £ 0,1 a una temperatura
de entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 25 °C; y/o

b) un primer pico endotérmico relacionado con la fusién con inicio normalmente en el intervalo de 140-145 °C,
seguido de descomposicion.

5. Forma T1F-1/2 de acuerdo con la reivindicacién 4 que tiene una pureza de al menos el 95 por ciento en peso.
6. Forma T1F-1/2 de acuerdo con la reivindicacién 4 que tiene una pureza de al menos el 99 por ciento en peso.

7. Una mezcla de la Forma H-1 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y de la Forma T1F-1/2
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6.

8. Una composicion farmacéutica que comprende la Forma H-1, la Forma T1F-1/2 o0 una mezcla de las mismas de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente
aceptables.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 8 que comprende la Forma H-1, la Forma T1F-1/2 o una mezcla
de las mismas combinadas con al menos un compuesto adicional que tiene actividad anti-VHC.

10. La composicion de la reivindicacion 9, en la que al menos uno de los compuestos adicionales que tiene actividad
anti-VHC es un interferdn o una ribavirina.

11. La composicién de la reivindicacion 10, en la que el interferon se selecciona a partir de interferén alfa 2B,
interferon alfa pegilado, interfer6n consenso, interferén alfa 2A e interferon tau linfoblastoide.

12. La composicion de la reivindicacion 9, en la que al menos uno de los compuestos adicionales se selecciona a
partir de interleucina 2, interleucina 6, interleucina 12, un compuesto que potencia el desarrollo de una respuesta de
tipo 1 con linfocitos T cooperadores, ARN de interferencia, ARN antisentido, Imigimod, ribavirina, un inhibidor de
inosin 5'-monofosfato deshidrogenasa, amantadina y rimantadina.
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13. Forma H-1, Forma T1F-1/2 o una mezcla de las mismas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 7 para su uso en el tratamiento de infeccion por VHC en un mamifero.

14. La forma de la reivindicaciéon 13, en donde el mamifero es un ser humano.
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