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DESCRIPCION
Sal de acido benzoico de Otamixaban
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-
oxidopiridin-4-il)benzoillJamino}butanoato de metilo, y a una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo que esta en forma cristalina o
en una forma al menos parcialmente cristalina, asi como a un procedimiento para la preparacion de la misma, a
métodos de uso de tal sal para tratar sujetos que sufren afecciones que mejoran mediante la administracién de un
inhibidor del Factor Xa y que muestra la estructura ilustrada en la Férmula I:

O
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\
: NH ;0/ i
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Férmula |
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo, (nimero CAS
193153-04-7) tiene la Denominacion Comun Internacional Otamixaban, y muestra la estructura ilustrada en la
Formula II:

Foérmula Il

En el documento WO97/24118 se ha descrito el uso de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-
4-il)benzoillamino}butanoato de metilo en la preparacion de un medicamento para tratar un paciente que sufre de, o
sometido a, afecciones que se pueden mejorar mediante la administracion de un inhibidor del Factor Xa.

El Factor Xa es la penultima enzima en la cascada de coagulacién. Factor Xa (FXa) es una serina proteasa critica
situada en la confluencia de las rutas intrinseca y extrinseca de la cascada de coagulacion de la sangre. FXa
cataliza la conversiéon de protrombina en trombina via el complejo de protrombinasa. Su papel singular en la
generacion de trombina, acoplado con sus efectos potenciadores sobre la formacién de coagulo, lo hacen una diana
atractiva para la intervencion terapéutica.

Tanto el factor Xa libre como el factor Xa ensamblado en el complejo de protrombinasa (Factor Xa, Factor Va, calcio
y fosfolipido) son inhibidos por Otamixaban. La inhibiciéon del Factor Xa se obtiene mediante formacion directa del
complejo entre el inhibidor y la enzima, y por lo tanto es independiente del cofactor plasmatico antitrombina Ill. La
inhibicién eficaz del factor Xa se logra administrando el compuesto mediante infusidon intravenosa continua,
administracion intravenosa de bolo o cualquier otra ruta parenteral, de manera que logre el efecto deseado de
prevenir la formacion inducida por el factor Xa de trombina a partir de protrombina. Los experimentos in vivo han
demostrado que Otamixaban es muy eficaz en modelos de roedores, caninos y porcinos de trombosis. Ademas,
hallazgos clinicos recientes indican que Otamixaban es eficaz, seguro y bien tolerado en seres humanos, y por lo
tanto tiene un potencial considerable para el tratamiento de sindrome coronario agudo (K.R. Guertin y Yong-Mi Choi;
2007; Current Medicinal Chemistry, Vol. 14, n® 23; p. 2471-2481). Los hallazgos clinicos en un ensayo clinico de
intervalo de dosis indican que Otamixaban redujo fragmentos 1 + 2 de protrombina significativamente mas que la
heparina sin fraccionar al régimen de dosificacion mas elevado (Cohen et al., Circulation, Vol. 115, n°® 20, mayo
2007, paginas 2642-2651), pero dichos hallazgos clinicos no muestran datos en comparacion de edad o alteracion
renal. Ensayos clinicos adicionales demostraron que Otamixaban induce la inhibicion directa rapida del factor Xa,
dependiente de la dosis, en pacientes con arteriopatia coronaria estable que toman su comedicacién habitual,
algunos de los cuales tienen disfuncion renal leve (Hinder et al., Clinical Pharmacology and Therapeutics, Vol. 80, n°
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6, 2006, paginas 691-702).

En el documento US 7.034.160 se describe una forma cristalina de hidrocloruro de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo, hemisolvato de 2-butanol. La
forma cristalina de hidrocloruro de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-
il)benzoillamino}butanoato de metilo, hemisolvato de 2-butanol, contiene 2-butanol como solvato, lo que no es
favorable para uso en composiciones farmacéuticas sélidas, y es un compuesto higroscopico.

La higroscopicidad es la capacidad de una sustancia para atraer y mantener moléculas de agua del entorno
circundante a través de absorcion o adsorcion, “cambiandose” en cierto modo fisicamente el material adsorbente o
absorbente, incremento en el volumen, pegajosidad, u otros cambios de las caracteristicas fisicas del material a
medida que las moléculas de agua se “suspenden” entre las moléculas del material en el proceso. Por lo tanto, los
compuestos higroscépicos son generalmente muy desfavorables para uso en composiciones farmacéuticas sélidas.

Es un objeto de la presente invencién encontrar una sal de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-{[4-(1-
oxidopiridin-4-il)benzoillJamino}butanoato de metilo con absorcién o adsorcién reducida de moléculas de agua del
entorno circundante. Se ha encontrado que una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-
{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillJamino}butanoato de metilo tiene absorcion o adsorcidon reducida favorable de
moléculas de agua del entorno circundante.

SUMARIO DE LA PRESENTE INVENCION

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanocato de metilo y muestra la estructura
ilustrada en la Férmula I:

H2N OH

Férmula |

En otra realizacion, la invencion se refiere a una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-
{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillJamino} butanoato de metilo, que esta en forma cristalina o en una forma al menos
parcialmente cristalina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillJamino}butanoato de metilo y muestra la estructura ilustrada
enla Formula l.

En otra realizacion, la invencion se refiere a una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-
{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino} butanoato de metilo, que esta en una forma cristalina o en una forma al menos
parcialmente cristalina.

El polimorfismo es la capacidad de un solo compuesto para existir en mas de una forma o estructura cristalina. Los
polimorfos diferentes representan sélidos distintos que comparten la misma férmula molecular, aunque cada
polimorfo puede tener propiedades fisicas distintas. Un Unico compuesto puede dar lugar a una variedad de formas
polimérficas, en las que cada forma puede tener propiedades fisicas diferentes y distintas, tales como perfiles de
solubilidad diferentes, estabilidad termodinamica diferente, comportamiento de cristalizacion diferente, capacidad de
filtracion diferente, temperaturas de punto de fusion diferentes y/o picos de difraccion de rayos X diferentes. La
diferencia en las propiedades fisicas de diferentes formas polimorficas resulta de la diferente orientacién e
interacciones intermoleculares de moléculas adyacentes en el sélido. Las formas polimérficas de un compuesto se
pueden distinguir mediante difraccion de rayos X y mediante otros métodos, tales como espectroscopia infrarroja o
espectroscopia de Raman.

“Amorfo” significa un sélido que exhibe un patron de difraccion de rayos X de polvo medido en transmision con
radiacion CuKo1 a temperatura ambiente sin reflexiones caracteristicas a 2 theta grados que se pueden separar
entre si por su angulo de difraccion de 2 theta grados especificos.

En otra realizacioén, la invencién se refiere a una sal cristalina de acido benzoico de Férmula |, en la que la sal
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cristalina exhibe en un patréon de difraccion de rayos X de polvo medido en transmisidon con radiacion CuKa a
temperatura ambiente una reflexion caracteristica a 2 theta grados de 19,8, 18,8 y 17,9 cada vez + 0,2 2 theta
grados.

En otra realizacién, la invencién se refiere a una sal cristalina de acido benzoico de Férmula |, en la que la sal
cristalina exhibe en un patréon de difraccion de rayos X de polvo medido en transmisidon con radiacion CuKa a
temperatura ambiente una reflexion caracteristica a 2 theta grados de 22,0, 19,8, 18,8, 17,9, 15,7 y 13,6 cada vez +
0,2 2 theta grados.

La seleccion de las reflexiones caracteristicas se determind mediante el nimero de reflexiones a un 2 theta grados
especifico.

En otra realizacion, la sal cristalina de acido benzoico de Férmula | también se puede caracterizar por su patron de
difraccion de rayos X de polvo sustancialmente por el mostrado en la Figura 1, que se ha obtenido usando radiacion
CuKa1 en modo de transmisioén, en el que las intensidades de las reflexiones representadas en la Figura, asi como
las de las reflexiones especificadas anteriormente, no son un prerrequisito, sino que pueden variar.

La sal cristalina de acido benzoico de féormula | también se puede caracterizar por sus parametros de red de cristal
que se han determinado indexando su patrén de polvo. La sal cristalina de férmula | cristaliza en el sistema cristalino
ortorrémbico con a = 33,524 A, b = 17,928 A, ¢ = 9,896 A, volumen = 5947 A3,

Ademas, la sal cristalina de acido benzoico de Férmula | también se puede caracterizar mediante sus isotermas de
sorcion y de sorcion de vapor de agua por sorcion de vapor dinamica (DVS), medidas a 25°C. Antes de comenzar el
ciclo de sorcion, la muestra de la sal cristalina de Formula | se trata con gas nitrégeno seco. Como se muestra en los
ejemplos, las isotermas de sorcién y desorcion son casi las mismas, en las que tiene lugar una captacion moderada
de agua de 1,1% a 80% de humedad relativa (RH) y 2,0% a 95% de RH.

Descripciones de las Figuras

Fig. 1 — Patron de difraccion de rayos X de polvo de sal cristalina de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo, medido en modo de
transmision con radiacion CuKas a temperatura ambiente (eje x: angulo de difraccion 2 theta (20) [°]; eje y:
intensidad relativa.

La sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-
illbenzoillamino}butancato de metilo también se puede preparar disolviendo el (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo en disoluciéon acuosa o
acuosa-alcohdlica o en otros disolventes adecuados a los que se afiade el acido benzoico o una sal de acido
benzoico. Con agitacion, la mezcla se puede calentar hasta 65°C, produciendo una disolucion transparente, y el
enfriamiento subsiguiente durante toda la noche produce un precipitado. El precipitado obtenido se puede filtrar,
lavar con agua y secar a presion reducida.

En general, la sal cristalina de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-
il)benzoillamino}butanoato de metilo de la presente invencién (en lo sucesivo sal benzoica de formula I) se puede
obtener cristalizando o recristalizando compuesto de Férmula |, a partir de una disolucién de compuesto de Férmula
| 0 a partir de una suspension de compuesto de Férmula | o a partir de un compuesto sélido de Formula I. Al final de
la sintesis quimica del compuesto de Férmula | se puede haber obtenido una disolucién de compuesto de Férmula |,
0 una suspension de compuesto de Férmula |, o se puede haber obtenido disolviendo o suspendiendo compuesto
bruto de Férmula | previamente sintetizado. La expresion “compuesto bruto de Férmula I” comprende cualquier
forma de compuesto de Férmula I, por ejemplo el material obtenido directamente de la sintesis quimica, una forma
cristalina distinta o material amorfo del compuesto de Férmula I.

Mas especificamente, la sal cristalina de Férmula | de la invencion se puede obtener

(a) proporcionando una disolucién o suspension de compuesto de Formula I, por ejemplo disolviendo o
suspendiendo compuesto bruto de Férmula | en un disolvente adecuado tal como un alcohol, por ejemplo
metanol, etanol, 2-propanol; en el que una disolucién de compuesto de Férmula | es generalmente una
disolucion transparente y se puede haber filtrado opcionalmente,

(b) manteniendo, calentando, enfriando y/o concentrando la disolucién o suspension y/o afiadiendo uno o
mas disolventes adicionales, con o sin agitacion, tal como agitaciéon, para formar cristales de una forma
cristalina distinta o solvato deseado, o para permitir la formaciéon de una forma cristalina distinta o solvato
deseado, y

(c) aislando la sal cristalina distinta de Férmula I.

Los procedimientos para preparar formas cristalinas y solvatos de compuesto de Férmula | se pueden llevar a cabo
con equipo convencional y segun procedimientos estandar. Por ejemplo, la concentracion de una disolucién o
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suspension en la etapa (b) se puede realizar separando el disolvente por destilacion parcial o totalmente a presion
atmosférica o a presion reducida. El aislamiento de una forma cristalina o solvato en la etapa (c) se puede realizar
mediante cualquier técnica convencional, tal como filtracion o filtracién a vacio o centrifugacion. El aislamiento
también puede comprender secar, por ejemplo aplicando temperaturas elevadas y/o presion reducida, por ejemplo a
presion moderadamente reducida a alrededor de temperatura ambiente, es decir, una temperatura de alrededor de
18°C a alrededor de 65°C, por ejemplo alrededor de 20°C o a alrededor de 65°C.

En una realizacion preferida, la disolucion o suspensién se puede sembrar en la etapa (a) o etapa (b) para promover
la cristalizacion. La siembra se realiza preferiblemente con una pequefa cantidad de la sal cristalina de Férmula | ya
preparada.

La sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-
il)benzoillamino}butanoato de metilo de la presente invencién (en lo sucesivo sal benzoica de férmula |) puede ser
util para inhibir el Factor Xa. En consecuencia, la presente invencién proporciona métodos para el tratamiento o
prevencion de una afeccion patoldgica que puede ser capaz de ser modulada inhibiendo la produccion de Factor Xa.

Los ejemplos de afecciones patoldgicas que pueden ser capaces de ser tratadas con la sal benzoica de féormula | de
la presente invencion incluyen, por ejemplo, infarto agudo de miocardio (AMI), infarto de miocardio sin elevacion del
segmento ST, angina inestable, tromboembolia, cierre agudo de vasos asociado con terapia trombolitica,
angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA), ataques isquémicos transitorios, apoplejia, claudicacion
intermitentes, y restenosis.

La sal benzoica de formula | descrita aqui puede ser Util de este modo para, entre otros, inhibir la coagulacion
sanguinea en virtud de su capacidad general para inhibir la penultima enzima en la cascada de coagulacion, Factor
Xa, en vez de trombina. La sal benzoica de férmula | dentro del alcance de la presente invencion puede exhibir
actividades farmacoldgicas notables segun ensayos descritos en la bibliografia, incluyendo ensayos in vivo y
ensayos in vitro, estos ultimos se cree que se correlacionan con actividad farmacoldgica en seres humanos y en
otros mamiferos. Por ejemplo, se puede inhibir tanto el Factor Xa libre como el Factor Xa ensamblado en el complejo
de protrombinasa (Factor Xa, Factor Va, calcio y fosfolipido). La inhibicién del Factor Xa se puede obtener mediante
formacién directa del complejo entre el inhibidor y la enzima, y por lo tanto depende del cofactor plasmatico
antitrombina Ill. La inhibicion eficaz del Factor Xa se puede lograr administrando la sal benzoica de formula | segun
la invencién mediante infusién intravenosa continua, administracion intravenosa de bolo o cualquier otra via
adecuada de manera que pueda lograr el efecto deseado de prevenir la formacion inducida por el Factor Xa de
trombina a partir de protrombina.

Ademas de su uso en terapia anticoagulante, los inhibidores del Factor Xa pueden ser utiles en el tratamiento o
prevencion de otras enfermedades en las que la generacion de trombina puede desempefiar un papel patoldgico.
Por ejemplo, se ha propuesto que la trombina contribuye a la morbimortalidad de enfermedades crénicas y
degenerativas tales como artritis, cancer, aterosclerosis y enfermedad de Alzheimer en virtud de su capacidad para
regular muchos tipos celulares diferentes a través de la escision especifica y activacion de un receptor de trombina
de la superficie celular. La inhibicion del Factor Xa puede bloquear eficazmente la generacion de trombina, y por lo
tanto neutralizar cualesquiera efectos patolégicos de trombina sobre diversos tipos celulares.

Los métodos comprenden preferiblemente administrar a un paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de la
sal benzoica de férmula | de la presente invencioén, preferiblemente en combinaciéon con uno o mas vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables. Las proporciones relativas de composiciones farmacéuticas y vehiculo
y/o excipiente se pueden determinar, por ejemplo, mediante la solubilidad y naturaleza quimica de los materiales, la
via escogida de administracion y la practica farmacéutica estandar.

La dosis de la sal benzoica de férmula | que sera mas adecuada para profilaxis o tratamiento puede variar con la
forma de administracion, la nueva forma particular del compuesto escogida y las caracteristicas fisiolégicas del
paciente particular bajo tratamiento. De forma amplia, inicialmente se pueden usar dosis pequefias y, si es
necesario, se pueden incrementar por incrementos pequefios hasta que se alcanza el efecto deseado en las
circunstancias.

Hablando de forma general, en el adulto, las dosis adecuadas pueden oscilar de alrededor de 0,01 a alrededor de
100 mg/kg de peso corporal, y todas las combinaciones y subcombinaciones de intervalos y dosis especificas alli.
Las dosis preferidas pueden ser de alrededor 0,01 a alrededor 10 mg/kg de peso corporal por dia mediante
inhalacion, de alrededor 0,01 a alrededor 100, preferiblemente 0,1 a 70, mas preferiblemente 0,5 a 10 mg/kg de
peso corporal por dia mediante administracion oral, y de alrededor 0,01 a alrededor 50, preferiblemente 0,01 a 10
mg/kg de peso corporal por dia mediante administracion intravenosa. En cada caso particular, las dosis se pueden
determinar segun los factores peculiares al sujeto a tratar, tales como edad, peso, estado general de salud y otras
caracteristicas que pueden influir en la eficacia del producto medicinal.

La sal benzoica de férmula | segun la invencién se puede administrar tan frecuentemente como sea necesario para
obtener el efecto terapéutico deseado. Algunos pacientes pueden responder rapidamente a una mayor o menor
dosis, y pueden encontrar adecuadas dosis de mantenimiento mucho mas débiles. Para otros pacientes, puede ser
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necesario realizar tratamientos a largo plazo a las tasas de alrededor de 1 a alrededor de 4 dosis por dia, segun los
requisitos fisioldgicos de cada paciente particular. Generalmente, el producto activo se puede administrar oralmente
alrededor de 1 a alrededor de 4 veces por dia. No es necesario decir que, para otros pacientes, puede ser necesario
prescribir no mas de una o dos dosis por dia.

La sal benzoica de formula | de esta invencion se puede administrar en formas de dosificacién orales tales como
comprimidos, capsulas (cada una de las cuales incluye formulaciones de liberaciéon sostenida o de liberacion en el
tiempo), pastillas, polvos, granulos, elixires, tinturas, suspensiones, jarabes, y emulsiones. Las formas de
dosificacion solidas (composiciones farmacéuticas) adecuadas para administracion pueden contener generalmente
de alrededor 1 mg a alrededor 1000 mg de la sal benzoica de férmula | por unidad de dosis.

Para la administracion oral en forma soélida tal como un comprimido o capsula, la sal benzoica de férmula | se puede
combinar con un vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable, no téxico, tal como lactosa, almidén, sacarosa,
glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio, fosfato dicalcico, sulfato de calcio, manitol, sorbitol, y similar.

Preferiblemente, ademas del ingrediente activo, las formas de dosificacion sélidas pueden contener un numero de
ingredientes adicionales denominados aqui como “excipientes”. Estos excipientes incluyen, entre otros, diluyentes,
aglutinantes, lubricantes, deslizantes y disgregantes. También se pueden incorporar agentes colorantes. “Diluentes”,
como se usa aqui, se refiere a agentes que pueden proporcionar volumen a la formulacién, para obtener un
comprimido de un tamafio practico para la compresion. Los ejemplos de diluyentes son lactosa y celulosa.
“Aglutinantes”, como se usa aqui, se refiere a agentes que se pueden usar para impartir cualidades cohesivas al
material en polvo, para ayudar a que el comprimido permanezca intacto tras la compresion, asi como para mejorar
las cualidades de libre circulacion del polvo. Los ejemplos de aglutinantes tipicos incluyen lactosa, almidon y
diversos azucares. “Lubricantes”, como se usa aqui, tiene varias funciones, incluyendo la prevencién de la adhesion
de los comprimidos al equipo de compresion, y la mejora del flujo de la granulacién antes de la compresion o
encapsulamiento. Los lubricantes son en la mayoria de los casos materiales hidréfobos. Sin embargo, el uso
excesivo de lubricantes es indeseado, ya que puede dar como resultado una formulacion con una disgregacion
reducida y/o una disolucion retrasada de la sustancia farmacéutica. “Deslizantes”, como se usa aqui, se refiere a
sustancias que pueden mejorar las caracteristicas de flujo del material de granulacion. Los ejemplos de deslizantes
incluyen talco y didxido de silicio coloidal. “Disgregantes”, como se usa aqui, se refiere a sustancias o mezclas de
sustancias afadidas a una formulacion para facilitar la ruptura o disgregacion de la forma de dosificacion soélida tras
la administracion. Los materiales que pueden servir como disgregantes incluyen almidones, arcillas, celulosas,
alginatos, gomas y polimeros reticulados. Un grupo de disgregantes denominados “superdisgregantes”
generalmente se usa en una cantidad baja en la forma de dosificacion sélida, tipicamente 1% a 10% en peso con
respecto al peso total de la unidad de dosificacion. La croscarmelosa, crospovidona y el glicolato de almidén sédico
representan ejemplos de una celulosa reticulada, un polimero reticulado y un almidén reticulado, respectivamente. El
glicolato de almidén sédico se hincha siete a doce veces en menos de 30 segundos, disgregando eficazmente las
granulaciones que contiene.

Como sera manifiesto para una persona de pericia normal en la técnica una vez armada con las ensefianzas de la
presente descripcion, cuando se disuelve, la sal benzoica cristalina de féormula | pierde su estructura cristalina, y por
lo tanto se considera que es una disolucién de sal benzoica de Férmula I. Todas las formas de la presente invencion,
sin embargo, se pueden usar para la preparacion de formulaciones liquidas en las que la sal de acido benzoico
cristalina de formula | se puede, por ejemplo, disolver o suspender. Ademas, la sal benzoica cristalina de formula |
se puede incorporar en formulaciones sélidas.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran los métodos preferidos de los inventores para preparar y usar la sal de
acido benzoico de férmula | de la presente invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Preparacion de Compuesto (lll)

U\
TsOH
NH,* 1. LiHMDS, THEF. -20 °% ~ 0~

2

)\/CO Me CN NC :
2 B
z '/\©/ » CeHsCOH

(ITa)

3. C,H,CO,H (1I1)
agua/tolueno
TsOH es acido p-toluenosulfonico con la formula CH3CsHsSO3H. TsOH se refiere al monohidrato. Se cargd en un
reactor Compuesto (lla) (100,0 g) y tetrahidrofurano anhidro (THF) (320 g). La suspension resultante se enfrio hasta

-20 + 3°C, y se afnadié hexametildisilazuro de litio (LIHMDS) (475,6 gramos, disolucion 1,3 M en THF) durante 55
minutos y se agité durante 20 minutos a -20 + 3°C. Entonces se cargd en el reactor una disolucion de a-bromo-m-
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tolunitrilo en THF (65,1 g en 181 g de THF) durante 40 minutos mientras se mantiene la temperatura a -20 + 3°C, y
se agité durante otros 30 minutos. Se cargd acido benzoico (126,6 gramos) como un sdlido al reactor. Entonces se
afiadié agua (1000 gramos), y la mezcla se destilé a una temperatura de camisa de 65 + 3°C y vacio de 200-233
mbares. Tras destilar a una temperatura de cazuela constante de 57°C y temperatura de cabeza constante de 45°C,
la disolucién se detuvo. Se afiadié tolueno (432 g) a la disolucion caliente, y se agitd mientras se enfriaba hasta 10
2°C. La suspension resultante se filtré entonces, y la torta de filtro se lavé con agua (250 gramos) y tolueno (432
gramos). El Compuesto (lll) se secd a 45-50°C a vacio de ~350 mbares en una corriente de nitrégeno durante 24 h
hasta peso constante. El sélido aislado pes6 76,0 gramos (rendimiento 62,0%).

Ejemplo 2 Preparacion de Compuesto V

Y q

Mo/ 1. NazCOB ac.

3. TBTU
NMM, DMF

El Compuesto (1) se repartid entre diclorometano y carbonato de sodio acuoso. La fase organica (que contiene la
base libre de (ll)) se lavé con carbonato de sodio acuoso adicional y se destil6 a presién reducida, y el disolvente se
intercambio con dimetilformamida (DMF). Esta disolucion se evalu6 para determinar el contenido p/p de (lll). A una
suspension de (IV) (1,0 equivalentes frente a (lll)) en DMF se afiadieron 2 equivalentes de 4-metilmorfolina y 1,1
equivalentes de tetrafluoroborato de O-benztriazol-1-il-N,N,N',N"-tetrametiluronio (TBTU). Esta mezcla se agité a
temperatura ambiente hasta que la activacion del éster estuvo terminada (alrededor de 90 minutos). Se afadi6 la
disolucion de Compuesto (lll) (1 equivalente) en DMF, y la disolucion resultante se agité toda la noche, tras lo cual la
HPLC indicé que la reaccion estaba terminada. Se afiadié agua a 75°C, y la mezcla se enfri6 para cristalizar el
producto. La mezcla se enfrid hasta 5°C, se filtrd, y la torta del filtro se lavo con agua. El producto se seco a presion
reducida a 70°C.

Ejemplo 3 Preparacion de Compuesto (VI)

En un reactor bien agitado, se hicieron reaccionar 45 g de Compuesto (V) en 450 ml de diclorometano durante al
menos 5 horas con 61 g de monoperoxiftalato de magnesio (66,4% basado en oxigeno disponible, 1,5 eq.) en 450 g
de agua hasta que la reaccion estuvo terminada. Las fases se separaron, y la fase organica se lavo sucesivamente
con volumenes iguales de agua, una disolucién de bicarbonato de sodio acuosa al 5%, y agua. La disolucion
resultante se concentré hasta una disolucion aproximadamente 40% en peso, y se diluyé con 180 g de metil isobutil
cetona (MIBK). La destilacion posterior para eliminar diclorometano residual, la siembra con cristales apropiados, y
el enfriamiento dieron el producto como un sdélido cristalino. Los cristales se filtraron, se enjuagaron con 30 g de
MIBK, y se secaron a 50°C a presion reducida para dar 41,8 g de Compuesto (VI) (rendimiento 89,3%).

Ejemplo 4 Preparacion de Compuesto (VII)



10

15

20

25

ES 2539236 T3

A un matraz de reaccidon encamisado de 200 ml se cargaron Compuesto (VI) (50,0 g, 116 mmoles) y metanol (50
ml). Esta mezcla se enfrio hasta -5°C y se cerr6 herméticamente tras estabilizar un vacio parcial (alrededor de 100
torr). Se afadié HCI anhidro (52,2 g, 1,43 moles) mientras se mantiene la temperatura de reaccién a menos de 0°C.
La reaccion se agitd a 0 + 1°C en condiciones cerradas. Después de 16 horas, la reaccion estaba terminada (menos
de 2% A (VI) mediante HPLC). A la disolucion del producto intermedio se afiadié metanol anhidro (100 ml) mientras
se mantiene la temperatura a menos de 5°C. La disolucion se traté con NHs (27,7 g, 1,62 moles), manteniendo la
temperatura a menos de 0°C. Antes de permitir que la mezcla se calentase hasta la temperatura ambiente, se realizé
una comprobacién del pH de una alicuota disuelta en agua destilada (un pH de 8-10 indica una carga suficiente de
amoniaco). La reaccion se agité a 20°C toda la noche, en cuyo punto la reaccion estaba terminada.

Ejemplo 5 Preparacion de Compuesto (VIll) mediante adicion de disolvente

0]
H O
N L 2-BuOH _
’N P NH g 0 2. Filtrar NHy
[s] HZN 3, sembraricristalizar O'_N+ = .
N « HC1

HCL « 1/22-BuOH
VI
(VID) (VHI)

A la suspension de cloruro de amonio del Ejemplo 4 se afiadioé 2-butanol (840 ml), y la mezcla resultante se agité
durante 1 hora mientras se calentaba hasta 70°C. El cloruro de amonio se eliminé mediante filtracion en caliente, y la
torta se lavd con una disolucién de 20 ml de metanol en 160 ml de 2-butanol. Los filtrados se combinaron, y se
afadieron 0,5 g de cristales de siembra. La mezcla se dejo agitar toda la noche a temperatura ambiente. La
suspension se enfrio hasta -15°C y se mantuvo durante 2 horas para asegurar la cristalizacion completa. El sélido se
filtrd, y el reactor y la torta se lavaron con 165 ml de 2-butanol. El sélido se secé a presion reducida a 45°C hasta
50°C con una purga de nitrégeno, dando 44,3 g (73,2%) de Compuesto (VIII) como un sdlido cristalino blanquecino.

Ejemplo 6 Preparacion de sal de acido benzoico

El material se prepard disolviendo 4 g del compuesto preparado en el Ejemplo 5 (el monohidrocloruro-solvato de
hemi-2-butanol) en 80 ml de agua caliente y afiadiendo 1,11 g de benzoato de sodio sélido. Con agitacion, la mezcla
se enfrid toda la noche. El precipitado obtenido se filtrd, se lavd con agua y se secd a presion reducida a 40°C
durante 6 horas. El rendimiento ascendio hasta 79,4%.

Los datos de RMN confirmaron la sal recibida como una relacion 1:1 de acido benzoico y (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo, y muestra la estructura
ilustrada en el siguiente esquema:
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oH

Calibracion H SC

DMSO = 2,50 ppm DMSO = 39,476 ppm

DMSO significa dimetilsulfoxido
Para una asignacion completa de desplazamientos quimicos de RMN, véase la Tab. 1.

Tab. 1: Desplazamientos quimicos de RMN de la sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-
{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillJamino}butanoato de metilo, ¢ = 4,5 mg en 600 pl de DMSO a 300°K.

posicién 3 ("°C) [ppm] m ("C) 5 ("H) [ppm] correlaciones "Jc

1 N

2 138,95 8,291 8,29, 7,86

3 123,86 7,855 7,86, 8,29

4 134,34 C 8,29, 7,91

5 138,11 C 7,86, 7,94

6 126,00 CH 7,906 7,91

7 128,11 CH 7,942 7,94

8 134,86 C 7,91

9 165,10 C 8,45, 7,94

NH

10 46,42 CH 4,457 3,11, 2,98, 1,28

11 51,95 CH 3,117 2,98, 1,28

12 33,35 CHy 3,014, 2977 7,66, 3,11

13 140,45 C 7,50, 2,98

14 133,37 CH 7,503 7,66, 7,64, 2,98

15 128,91 CH 7,508

16 125,55 CH 7,650 7,49, 7,66

17 129,37 C 7,50

18 127,88 CH 7,666 2,98

19 166,10 C 7,66, 7,64

20 172,90 C 3,52, 3,11, 2,98

21 51,43 CHs 3,528

22 17,56 CHs 1,288 4,44, 3,11
Benz-1 171,29 C 7,91
Benz-2 138,55 C 7,34
Benz-3 128,88 CH 7,912 7,91,7,38
Benz-4 127,33 CH 7,338 7,34
Benz-5 129,46 CH 7,378 7,91

Como alternativa, a una disolucion de 5,0 g del compuesto preparado en el Ejemplo 4 en 100 ml de agua se
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afiadieron 2,2 g de benzoato de sodio. La mezcla se calentd en un bafio de vapor hasta que fue homogénea. Se
afiadié carbon (aproximadamente 2 g), y esta mezcla se filtré a través de celite®, lavando con 20 ml de agua. La
cristalizacion comenzé inmediatamente. Tras enfriar durante 2 h, los sélidos se recogieron y se lavaron con agua.
Tras secar los sélidos durante 3 dias en un horno de vacio a 50°C, se recogieron 3,9 g (67%). La RMN "H confirmo
la sal como una relaciéon 1:1 de acido benzoico y (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3{[4-(1-oxidopiridin-4-
il)benzoillamino}butanoato de metilo.

Ejemplo 7 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La medida de DSC se llevd a cabo con un Mettler DSC822e (mddulo DSC822e/700/109/414935/0025). Se usaron
crisoles de aluminio de 40 pl con tapa sellada herméticamente y orificio. Todas las medidas se llevaron a cabo en un
caudal de nitrégeno de 50 ml/min. y a una velocidad de calentamiento de 10°/min. El dato medido se evalud via el
software STARe V8.10.

La forma cristalina usada se prepar6 como en el Ejemplo 6 y mostrd, durante el calentamiento desde 25°C hasta
300°C, un pico de inicio a 216,01°C y un pico a 221,15°C.

Ejemplo 8 Preparacion de una forma cristalina

Se prepar6 una forma cristalina enfriando rapidamente una disolucion de 0,190 g de sal de acido benzoico de
férmula | como se prepara en el Ejemplo 6 en 2 ml de etanol, desde 65°C hasta 0°C. Puesto que no se produjo la
precipitacion, la muestra se dejo toda la noche a 0°C. El precipitado se aislé mediante filtracion a vacio, y entonces
se seco a presion reducida a 25°C.

Como alternativa, una forma cristalina se prepar6 mediante enfriamiento controlado y una disoluciéon agitada de
0,200 g de sal de acido benzoico de Férmula | como se prepara en el Ejemplo 6 en 5,0 ml de etanol, desde 65°C
hasta 10°C en 18 h. El precipitado se aislé mediante filtracion a vacio.

Como alternativa, una forma cristalina se preparé6 mediante enfriamiento controlado de una disolucion agitada de
0,201 g de sal de acido benzoico de férmula | como se prepara en el Ejemplo 6 en 15 ml de 2-propanol y 1,0 ml de
agua, desde 65°C hasta 10°C en 18 h. Puesto que no se produjo la precipitacion, se dejé que el disolvente se
evaporase a 65°C.

Como alternativa, una forma cristalina se preparé disolviendo 0,217 g de sal de acido benzoico de formula | como se
prepara en el Ejemplo 6 en 5,0 ml de etanol, a alrededor de 65°C. El disolvente se dejé entonces evaporar a partir de
la disolucion agitada a la misma temperatura durante toda la noche. El residuo soélido se secd a temperatura
ambiente a presion reducida.

Como alternativa, una forma cristalina se preparé disolviendo 0,197 g de sal de acido benzoico de formula | como se
prepara en el Ejemplo 6 en 10 ml de 2-propanol y 1,0 ml de agua, a alrededor de 65°C. El disolvente se dejo
entonces evaporar a partir de la disolucién agitada a la misma temperatura durante toda la noche. El residuo solido
se secd a temperatura ambiente a presion reducida.

Ejemplo 9 Sorcion dinamica de vapor (DVS)

Las isotermas de sorcion/desorcion de humedad se registraron en un DVS-1000 de Surface Measurement Systems.
Se llevaron a cabo dos ciclos a 25°C, en los que la muestra se traté en primer lugar con gas nitrégeno seco y
después la humedad relativa se increment6 por etapas desde 0 hasta 95% y se disminuyd subsiguientemente de
nuevo hasta 0%, y se midié el peso de la muestra. Los tiempos de medida totales tipicos para ambos ciclos fueron
alrededor de 20 a 30 horas.

Los datos medidos para la sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-
il)benzoillamino}butanoato de metilo segun se prepara en el Ejemplo 8 se muestran en la siguiente tabla 2.

Tabla 2: Isoterma de DVS a 24,9°C

Cambio en la masa (%)
RH diana (%) Sorciéon Desorcion Histéresis
Ciclo 1 0,0 0,000 -0,035
10,0 0,096 0,215 0,119
20,0 0,180 0,326 0,146
40,0 0,363 0,534 0,172
60,0 0,596 0,810 0,214
80,0 0,926 1,300 0,374
90,0 1,408 1,697 0,290
95,0 2,031 2,031
Ciclo 2 0,0 -0,035 -0,056
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Cambio en la masa (%)

RH diana (%) Sorciéon Desorcion Histéresis
10,0 0,109 0,198 0,089
20,0 0,226 0,310 0,084
40,0 0,461 0,523 0,062
60,0 0,742 0,800 0,058
80,0 1,241 1,299 0,058
90,0 1,616 1,687 0,071
95,0 1,999 1,999

“RH" significa humedad relativa; la humedad relativa de una mezcla de aire-agua se define como la relacién de la
presion parcial de vapor de agua en la mezcla a la presion de vapor saturado de agua a una temperatura prescrita.

DVS muestra una captacion moderada de agua de 1,1% a 80% de RH y de 2,0% a 95% de RH para la sal de acido
benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo.

Experimento de comparacién de DVS:

Monohidrocloruro-solvato de hemi-2-butanol de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-
il)benzoillamino}butanoato de metilo como se prepara en el Ejemplo 5.

Los datos medidos para monohidrocloruro-solvato de hemi-2-butanol de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metillbencil}-3-
{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillJamino}butanoato de metilo como se prepara en el Ejemplo 5 se muestran en la
siguiente tabla 3.

Tabla 3: Isoterma de DVS a 25,5°C

Cambio en la masa (%)
RH diana (%) Sorcién Desorcion Histéresis
Ciclo 1 0,0 0,00 0,35
10,0 0,79 3,33 2,54
20,0 1,28 5,29 4,01
40,0 2,22 7,14 4,91
60,0 3,69 9,78 6,09
80,0 17,79 16,92 -0,87
90,0 26,66 26,07 -0,59
95,0 34,13 34,13
Ciclo 2 0,0 0,35 0,34
10,0 0,69 3,17 2,48
20,0 1,32 4,97 3,65
40,0 2,67 6,78 4,11
60,0 4,57 9,41 4,84
80,0 13,43 16,37 2,94
90,0 23,91 25,32 1,41
95,0 32,86 32,86

DVS muestra una fuerte captacion de agua de 3,69% a 60% de RH, 17,79% a 80% de RH, 26,66% a 90% de RH y
34,13% a 95% de RH para monohidrocloruro-solvato de hemi-2-butanol de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-
3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo.

Ejemplo 10 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La medida de DSC se llevd a cabo con un Mettler DSC822e (mddulo DSC822e/700/109/414935/0025). Se usaron
crisoles de aluminio de 40 pl con tapa sellada herméticamente y orificio. Todas las medidas se llevaron a cabo en un
caudal de nitrégeno de 50 ml/min. y a una velocidad de calentamiento de 10°/min. El dato medido se evalué via el
software STARe V8.10.

La forma cristalina usada se prepar6 como en el Ejemplo 8 y mostrd, durante el calentamiento desde 25°C hasta
300°C, un pico de inicio a 225,57°C y un pico a 229,02°C.

Ejemplo 11 Difraccion de rayos X de polvo (XRPD)

La difraccion de rayos X de polvo se llevo a cabo con un difractémetro de transmision Stoe Stadi-P usando radiacion
CuKa (la longitud de onda es 1,54060 Angstrom) y detectores sensibles a la posicion lineal. Excepto que se sefiale
de otro modo, la difraccion de rayos X de polvo se llevd a cabo a temperatura ambiente. Las muestras se
investigaron en preparacion plana. Los datos medidos se evaluaron y se representaron graficamente con el software
WinXPOW V2.12.
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El patrén de difraccion de rayos X de polvo observado de la sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanocato de metilo segin se prepara en el
Ejemplo 8 se presenta en la Figura 1 (Fig. 1). Al patrén de difraccion de rayos X de polvo mostrado en la Figura se
resto el fondo.

Los angulos 26 (2 theta) en ° (grado) se especifican como el nimero de reflexiones caracteristicas. Los angulos 2
theta en grados tienen los siguientes valores en la Fig. 1, y las intensidades relativas se muestran entre paréntesis:

5,26(20), 5,61 (15), 7,20(17), 9,31 (18), 10,23(16), 10,40(15), 10,53(15), 11,51 (14), 11,62(16), 12,91 (16),
13,58(23), 14,33 (14), 15,05(11), 15,74 (26), 16,51 (9), 17,01 (11), 17,53(12), 17,93(30), 18,12 (14), 18,79
(47), 19,80 (100), 20,52(15), 20,65(15), 21,20(13), 21,36(15), 21,99(21), 22,32(11), 22,86(16), 23,16(9), 23,51
(13), 23,95(14), 24,44 (11), 24,96(13), 25,39(7), 25,87(10), 25,97(10), 26,34(7), 26,58 (6), 26,94(12), 27,36
(9), 27,57(8), 28,67 (6), 28,88(7), 29,94 (6), 30,91 (13), 31,39 (6), 31,88 (5), 32,25(4), 32,72 (4), 33,77 (5),

12
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REIVINDICACIONES

1. Sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoil]lamino}butanoato
de metilo.

2. Sal de acido benzoico segun la reivindicacion 1, que esta en una forma cristalina o en una forma al menos
parcialmente cristalina.

3. Sal de acido benzoico segun la reivindicacion 2, en la que la sal cristalina exhibe en un patrén de difraccion de
rayos X de polvo medido en transmision con radiacion CuKa1 a temperatura ambiente una reflexion caracteristica a
2 theta grados de 19,8, 18,8 y 17,9, cada vez + 0,2 2 theta grados.

4. Sal de acido benzoico segun la reivindicacion 2, en la que la sal cristalina exhibe en un patron de difraccion de
rayos X de polvo medido en transmision con radiaciéon CuKa1 a temperatura ambiente una reflexion caracteristica a
2 theta grados de 22,0, 19,8, 18,8, 17,9, 15,7 y 13,6 cada vez + 0,2 2 theta grados.

5. Sal de acido benzoico segun la reivindicacion 2, que se caracteriza por un patréon de difraccion de rayos X de
polvo sustancialmente de acuerdo con el mostrado en la Figura 1.

6. Procedimiento para la preparacion de la sal de acido benzoico segun la reivindicacion 1, que comprende disolver
(2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo en una disolucion
acuosa o acuosa-alcohdlica, y afiadir acido benzoico o benzoato de sodio.

7. Sal de acido benzoico segun las reivindicaciones 1 a 5, para uso como un medicamento.

8. Una composicion farmacéutica que comprende una sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-
[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}butanoato de metilo segun las reivindicaciones 1 a
5, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

9. La sal de acido benzoico de (2R,3R)-2-{3-[amino(imino)metil]bencil}-3-{[4-(1-oxidopiridin-4-il)benzoillamino}
butanoato de metilo segun las reivindicaciones 1 a 5, para uso en el tratamiento de infarto agudo de miocardio,
infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST, angina inestable, tromboembolia, cierre agudo de vasos
asociado con terapia trombolitica, angioplastia coronaria transluminal percutanea, ataques isquémicos transitorios,
apoplejia, claudicacion intermitentes, y restenosis.
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