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DESCRIPCION
Nueva forma cristalina de un inhibidor de la DPP-IV
Campo de la invencion

La presente invencion desvela ciertas sales de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, asi como sus procesos de preparacion.

Antecedentes de la técnica

La invencion se refiere a una nueva forma cristalina del besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

El documento WO 03/004498 y la patente de EE.UU. N° 6.699.871, ambos asignados a Merck y Co., describen una
clase de beta-amino tetrahidrotriazolo[4,3-a]pirazinas, que son inhibidores de la DPP-IV. En ellos se divulgan
compuestos cuya féormula general es

Ry

En el documento WO 03/004498 se divulga especificamente la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-
triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina. El documento WO 03/004498 guarda silencio con
respecto a la preparacion y la naturaleza de las formas cristalinas especificas de las sales. El documento WO
2005/003135 describe la sal de dihidrogenofosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina e hidratos cristalinos de la misma, en particular un
monohidrato cristalino.

En el documento WO 2005/003135 se dice que la sal de dihidrogenofosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina y los hidratos cristalinos presentan
ventajas en la preparacion de composiciones farmacéuticas, tales como facilidad de procesado, de manipulacién y
de dosificacion. En particular, mostraban una estabilidad fisica y quimica mejorada, tal como una estabilidad frente al
estrés, altas temperaturas y humedad, asi como unas propiedades fisicoquimicas mejoradas, tales como solubilidad
y velocidad de disolucién. El documento W02005/020920 describe anhidratos cristalinos de la Forma |, la Forma Il y
la Forma Ill , asi como solvatos de la sal de dihidrogenofosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

El documento W02005/030127 describe un nuevo anhidrato cristalino de Forma IV de la sal de dihidrogenofosfato
de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina.

El documento W02006/033848 describe la forma amorfa de la sal de dihidrogenofosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

El documento WO2005/072530 describe las sales cristalinas del acido clorhidrico, del acido bencensulfénico, del
acido p-toluensulfénico, del acido 10-canforsulfénico y del acido tartarico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina e hidratos de la misma.

El documento WO2007/035198 describe la sal de dodecilsulfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, en particular, una forma de
anhidrato cristalino de la misma.

Ademas, la sal de hemifumarato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-
1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina ha sido descrita por D. Kim et al. en J. Med. Chem. 2005, 48, 141 - 151.
Adicionalmente, la Publicacién de Patente Internacional N° WO 2008/000418 desvela la preparacion del clorhidrato
de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina en forma amorfa.

Ademas, la Publicacién de Patente Internacional N° WO 2009/085990 describe otras sales de adicién acida de la
(2R)-4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[ 1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina,
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incluyendo sales del acido di-p-tolil-L-tartarico, del acido fosférico, del acido sulfdrico, del acido bromhidrico, del
acido metanosulfénico, del acido acético, del acido benzoico, del acido oxalico, del acido succinico, del acido
mandélico, del acido fumarico y del acido lactico.

La Publicacion de Patente N° WO 2010/00469 describe diferentes formas cristalinas de sales de la (2R)-4-oxo0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina  tales como el
clorhidrato, el succinato, el lactato, el maleato, el citrato y el mesilato.

La Publicacion de Patente Internacional N° WO 2010/092090 describe otras sales de adicion acida de la (2R)-4-oxo-
4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, es decir,
sales del acido D-glucurénico, del acido L-glucurénico, del acido glutarico, del acido lactico, del acido L-mandélico,
del acido D-mandélico y del acido sulfurico.

La Publicacion de Patente Internacional N° WO 2010/012781 describe otras sales de adicion acida de la (2R)-4-oxo-
4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, es decir,
sales del acido etanodisulfénico, del acido galactarico, del acido tiocinico y del acido glutarico.

La Publicacion de Patente Internacional N° WO 2010/117738 divulgaba diferentes formas cristalinas de acetato, de
oxalato y de fumarato del compuesto de férmula |. La Publicacion de Patente Internacional N° WO 2012/007455
divulgaba la sal de orotato del compuesto de férmula .

Las diferentes sales y las nuevas formas cristalinas de la misma fraccién farmacéuticamente activa difieren en sus
propiedades fisicas tales como el punto de fusién, la solubilidad, etc. Estas propiedades pueden afectar
apreciablemente a las propiedades farmacéuticas tales como la velocidad de disolucién y la biodisponibilidad, que a
su vez pueden tener un impacto sobre su eficacia. Por lo tanto, existe una continua necesidad de obtener nuevas
formas de sales de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina que tengan unas propiedades fisicas y/o quimicas mejoradas. La presente invencion
satisface esta necesidad.

En vista de lo anterior, seria deseable proporcionar nuevas formas cristalinas de la sal de la (2R)-4-oxo0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En el presente documento divulgamos nuevas formas salinas cristalinas del besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina que no han sido
divulgadas en la técnica anterior.

Estas nuevas formas salinas cristalinas pueden mostrar unas ciertas propiedades farmacéuticas superiores en
comparacion con la (2R)-4-0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un patrén de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la sal cristalina del gentisato de la 2(R) 4-
0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

La FIG. 2 es un patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la sal amorfa del gentisato de la (2R)-4-oxo-
4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

La Figura 3 es un patrén de difracciéon de rayos X en polvo (XRPD) de la sal cristalina del adipato de la 2(R) 4-
0ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

La FIG. 4 es un patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la sal cristalina del clorhidrato de la 2(R) 4-
0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

La FIG. 5 es un patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de de la sal cristalina del besilato (1) de la (2R)-
4-0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

La FIG. 6 es un patrén de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la sal cristalina del acido trifluoroacético de
la (2R)-4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina.

La FIG. 7 es un patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la sal cristalina del besilato (l) de la (2R)-4-
ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil )butan-2-amina de
acuerdo con la presente invencion.

La FIG. 8 es un patrén de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la sal amorfa del besilato de la 2(R) 4-oxo-4-
[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

FIG. 9 - Efecto de la administracién de una Unica dosis oral de los compuestos ZY a 10 mg/kg, PO sobre la
OGTT en ratones C57 machos.

FIG. 10 - Efecto de la administracion de una unica dosis oral de los compuestos ZY a 10 mg/kg, PO sobre la
OGTT en ratones C57 machos.
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Objeto de la invencion

La presente invencién proporciona una nueva sal cristalina del besilato (Il) de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, que puede ser caracterizada por su
patron de difraccion de rayos X en polvo (PXRD) y por otras propiedades caracteristicas segun se describe en lo
sucesivo y en el proceso para la preparacion de la misma.

Descripcion detallada de la invencién

Segun se usa en el presente documento, el término "temperatura de reflujo" se refiere al punto de ebullicién del
disolvente usado.

Segun se usa en el presente documento, el término "PXRD" se refiere al patrén de difraccion de rayos X en polvo.

Segun se usa en el presente documento, el término "(2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina se refiere a la Sitagliptina.

Segun se usa en el presente documento, el término "THF" se refiere a tetrahidrofurano, el término "DCM" se refiere a
diclorometano, el término "DIPE" se refiere a di-isopropil éter, el término "MTBE" se refiere a metil t-butil éter, el
término "IPA" se refiere a alcohol isopropilico, el término "IPAc" se refiere a acetato de isopropilo, el término "fosfato"
se refiere a la sal de dihidrogenofosfato, el término "besilato” se refiere a la sal del acido bencensulfonico de la (2R)-
4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, que
tiene la formula estructural (1).

[ Y
o CF;

En una forma de realizacion se proporcionan la forma cristalina Il del besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-
5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina que tiene un patrén de difraccion
de rayos X en polvo caracteristico, con los picos expresados como 26 a 5,69, 7,45, 10,08, 11,41, 13,09, 18,34, 22,52
y 22,97 + 0,2 grados dos theta.

La (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina
anhidra requerida para la preparacion de la sal de besilato (Il) de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-
triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, puede ser sintetizada mediante los procesos
mencionados en el Ejemplo 18 y 19.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un proceso para la preparacion de la forma cristalina Il de la sal de besilato
de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina como anteriormente, que comprende

(a) la reaccion de la base libre (férmula 1) en las condiciones de reaccion adecuadas con el acido
bencensulfénico en un disolvente adecuado elegido de entre una mezcla de ésteres y agua, una mezcla de
ésteres, éteres y agua, una mezcla de ésteres, alcoholes y agua, una mezcla de éster, hidrocarburos y agua, una
mezcla de ésteres, cetonas y agua;

(b) la eliminaciéon adecuada del disolvente para obtener la forma cristalina Il del besilato de la (2R)-4-ox0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Los alcoholes adecuados usados se eligen de entre metanol, etanol, isopropanol, butanol, 1,2-dimetoxi etanol, 2-
metoxi etanol, 2-etoxi etanol, etilenglicol, hexanol, heptanol, octanol, decanol y similares; los ésteres usados se
eligen de entre acetato de etilo, acetato de isopropilo y similares; los disolventes clorados usados se eligen de entre
cloroformo, dicolometano y similares; los hidrocarburos usados se eligen de entre hexano, heptanos, ciclohexano,
tolueno, xileno, colobenceno y similares; las cetonas usadas se eligen de entre acetona y similares; los éteres
usados se eligen de entre éter dietilico, 1,4-dioxano, DIPE, MTBE, THF y similares.

La forma cristalina Il esta adicionalmente caracterizada por unos picos adicionales de XPRD a aproximadamente
16,63, 20,82, 21,95, 23,75, 24,49, 25,02, 26,43, 27,66 y 30,19 £ 0,2° grados 26. La Fig. 7 ilustra la XRD de la forma
cristalina Il de sal de besilato de la (2R)-4-oxo- 4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.
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La (2R)-4-oxo-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,3]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina
anhidra requerida para la preparacion de la forma amorfa de la sal de (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina puede ser sintetizada mediante los
procesos mencionados en los ejemplos 18 y 19.

Todas las clases de disolventes anteriores, conocidas por la persona experta en la materia, estan contempladas sin
limitacion. El disolvente organico aceptable para la practica del proceso descrito en el presente documento
proporciona preferiblemente una solubilidad suficiente para la sustancia activa y no provoca ninguna reaccion
quimica indeseable con la sal de besilato de la (2R)-4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-
7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina ni con la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, tal como una degradacién o una reaccion secundaria, en las
condiciones de procesado.

La etapa de recuperacion b) puede implicar la eliminacion del disolvente mediante una destilacion o mediante una
filtracion.

Generalmente se prefiere la utilizacion de un secado rapido para proporcionar la forma amorfa de la sal de besilato
de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina con las caracteristicas deseadas de estabilidad, contenido en humedad y disolvente residual. El producto
resultante puede secarse mediante el uso de cualquiera de los métodos de secado, incluyendo un secado por
pulverizacién, una evaporacion rotatoria (tal como mediante el uso de un Rotavapor Buchi), un secado en pelicula
fina agitada, un secado rotatorio instantaneo, un secado en lecho fluido,liofilizacién, u otras técnicas conocidas en la
materia.

El proceso también puede incluir el secado adicional del producto obtenido a partir de la solucién mediante un
secado a vacio sobre un desecante, tal como pentoxido de fosforo (P2Os). El producto también puede obtenerse con
otros agentes de secado adecuados tales como carbonato de potasio (K2CO3), carbonato de sodio (Na>COs3), gel de
silice y similares, como apreciara unexperto en la materia

La Fig. 8 ilustra la XRD de una forma amorfa de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Métodos analiticos:

El espectro completo en polvo de rayos X, que se registrd con un difractrémetro en polvo de rayos X modelo Rigaku
multifelx de 2,0 kilovatios mediante el uso de radiaciéon de cobre. El patron de difraccion por rayos X se registro
manteniendo los parametros del instrumento indicados a continuacién:

i) Rayos X: Cu / 40 kv / 30 mA, ranura de divergencia: 1°, ranura de dispersion: 1°, ranura de recepcion: 0,15
mm, monocromador RS: 0,8 mm, contador: contadores de centelleo; modo de barrido: continuo, velocidad de
barrido: 4,000 grados/min, ancho de muestreo: 0,010°, ejes de barrido: 2 theta frente a CPS, intervalo de barrido:
desde 4° hasta 40,0°, compensacion de Theta: 0,000.

ii) El analisis por calorimetria diferencial de barrido se realizé con un modelo DSC-60 de Shimadzu (S/W: TA-
60WS Agquisition version 2.1.0.0) manteniendo los siguientes parametros:

tamafio de la muestra: aprox. 1 - 2 mg, bandejas de muestra: bandejas herméticas / onduladas, temperatura
inicial: 50 °C, temperatura final: 300 °C, velocidad de calentamiento: 10 °C/min, gas de purga: nitrégeno, caudal:
20 ml/min

i) El espectro de infrarrojos (IR) se ha registrado con un espectrémetro modelo Shimadzu FTIR-8400, entre 450
cm’™” y 4.000 cm'1, con una resolucién de 4 cm™ en un sedimento de KBr.

iv) Se analiz6 la pureza de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina y de sus sales mediante una HPLC analitica a una Amax de 210 nm mediante
el uso de una columna YMC-C8, de 250 mm x 4,6 mm x 4 mm o su equivalente de AGILENT 1100 series en las
siguientes condiciones: detector: fotometro de absorcién UV, longitud de onda: 210 nm, temperatura de la
columna 25°C, caudal: 1,0 ml/min, volumen de inyeccion: 10 ul, fase movil: KH.POs 10 mM (a pH -
6,8):acetonitrilo (55:45)

Se analiz6 la pureza quiral de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]-triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina y de sus sales mediante una HPLC a una Amax de 268 nm mediante el uso de
una columna Chiral-Cel OJ-H, de 250 mm x 4,6 mm x 5 y o su equivalente del modelo Shimadzu LCVP en las
siguientes condiciones: detector: fotdbmetro de absorcion UV, longitud de onda: 268 nm temperatura de la
columna: 35°C caudal: 0,8 ml/min, volumen de inyeccion: 10 pl, fase movil: 0,1 % de dietil amina en [n-
Hexano:Etanol (90:10)]

v) Los puntos de fusidn se recogieron con un aparato de punto de fusion VEEGO make modelo VMP-D y estan
sin corregir.

La forma cristalina Il de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-
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7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina también puede ser util como un agente terapéutico para el tratamiento
de ciertos trastornos.

La forma cristalina Il de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-
7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina preparada de acuerdo con la presente invencién presenta una
estabilidad quimica y polimérfica durante su almacenamiento a 25°C £+ 2°C / 60 % * 5 % de HR durante 3 meses.
Los resultados de la estabilidad de la forma cristalina Il de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Estudio de estabilidad durante el almacenamiento (25°C *2°C /60 % * 5 % de HR)

Sal Ensayo Inicial Después de 3 meses
Descripcion Polvo de color blanco |Polvo de color blanquecino
. L Pureza (mediante HPLC) 99,87 % 99,97 %
besilato cristalino (ll) -
Agua (mediante KFR) 2,77 % 2,90 %
Polimorfismo ‘ XRD Patrén cristalino Sin cambios

Debe apreciarse que el documento WO03004498 no proporciona ningun dato sobre la actividad biologica de la (2R)-
4-0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina. La
forma cristalina 1l de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-
7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina de la presente invencion deriva de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina, 'y por lo tanto  estamos
proporcionando la comparacién entre la forma cristalina |l de la sal de besilato de la (2R)-4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-
5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina con la forma cristalina
monohidratada de la sal de fosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-
ill-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina 'y la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-
7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Estudio comparativo de eficacia de (i) el gentisato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (ii) la forma cristalina de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-
[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (iiii) la sal amorfa
del besilato de la  (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina y frente a la forma cristalina monohidratada de la sal de fosfato de la (2R)-4-ox0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina y la (2R)-4-oxo-4-
[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SB):

Datos sobre el material de ensayo:

(i) gentisato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina (SG).

(i) sal cristalina del besilato (Il) de la (2R)-4-oxo0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-
il-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SBy).

(iii) sal amorfa del besilato de la (2R)-4-oxo0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SBa).

(iv) forma cristalina monohidratada de la sal de fosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SP).

(v) (2R)-4-0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina (SB):

Protocolo de estudio:

Se usaron los ratones C57BLKS/J machos de entre ocho y de semanas de edad obtenidos en Animal Research
Facility del Zydus Research Centre. A los ratones se les permitié acceso ad libitum a comida y agua. Los animales
estaban en un ciclo de 12 horas de luz, 12 horas de oscuridad. El protocolo de uso de los animales para la
realizacién de este estudio ha sido revisado y aprobado por el Comité Institucional de Etica Animal (IAEC).

En estos animales se realizé una prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT). Los ratones fueron privados de
alimentos durante 18 h y después se administré farmaco o vehiculos con una carga de glucosa (3 g/kg) por via oral.
Se recogieron muestras sanguineas (200 pl) a los 0, 30, 60, 120 y 240 min. Se determinaron las concentraciones
séricas de glucosa mediante el uso de los kits disponibles comercialmente adquiridos en RFCL (New Delhi, India)
mediante el uso de un ensayo espectrofotométrico. Después se analizaron los valores de glucosa mediante el uso
de GraphPad Prism version 5.04 para Windows; programa informatico GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos.
Se calculé el area bajo la curva durante 120 min, sobre cuya base se obtuvo el porcentaje de inhibicién para cada
tratamiento.
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Resultados:
Grupo % de cambio en el AUC de la glucosa
control con vehiculo -
(SBy) (10 mg/kg) -457+1,5
(SB) (10 mg/kg) -36,5+ 1,6
(SG) (10 mg/kg) -394+1,8
(SBa) (10 mg/kg) -43,3+1,6
(SP) (10 mg/kg) -31,9+1,8

Los resultados indican que la sal cristalina del besilato (lI) de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1.2.4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SBy) y la sal amorfa del besilato de la
(2R)-4-oxo0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-alpirazin-7(8H)-ill- 1-(2,4,5-trifluorofenil )butan-2-amina
(SBa) son mejores que la forma cristalina monohidratada de la sal de fosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-
5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SP) cuando se ensayan en la
prueba de tolerancia aguda a la glucosa oral en ratones C57.

Por lo tanto, la presente forma cristalina |l de la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina tiene potencialmente unas ventajas
terapéuticas significativas en comparacion con la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SB) a partir de la cual deriva, y también mejor que la forma
cristalina monohidratada comercializada de la sal de fosfato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (SP).

La invencion esta adicionalmente ejemplificada por los siguientes ejemplos no limitantes, que son ilustrativos y
representan los modos preferidos de llevar a cabo la invencién. El ambito de la invencién no esta limitado
Unicamente a estas formas de realizacién especificas, sino que esta definido por las reivindicaciones.

Ejemplo de referencia 1

Preparacion de la sal del acido adipico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin- 7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina

En un matraz de tres bocas de 25 ml se recogieron etanol (10,0 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (2,0 g). Se calentaron a 68 - 70 °C y
se afiadié acido adipico (0,717 g). La mezcla de reaccion se agité durante 2 h a 78 - 80 °C. Gradualmente se enfrié
hasta 25 - 30 °C y se agité de nuevo durante entre 2 y 3 h. La sal sélida precipité. La sal se filir6 y se lavd con etanol
que proporcioné se obtuvo la sal del acido adipico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a)pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (Peso: 1,54 g, % de rendimiento: 56,8 %. Pureza mediante
HPLC: 99,29 %. % de pureza quiral mediante una HPLC del isémero R: 100,0 %). p. f.: 138 - 142 °C. XRD: cristalina,
Fig. (3).

Ejemplo de referencia 2

Preparacion de la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-triftuorofenil)butan-2-amina y de su forma amorfa.

En un matraz de fondo redondo de 25 ml se recogieron agua (10 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (2,0 g). La mezcla de reaccion se
calento hasta 98 - 100 °C para obtener una disolucion clara. A esta disolucion clara se afiadié acido gentisico (0,756
g) y se agitd a 98 - 100 °C durante de entre 1 y 2 h. El disolvente se elimind por destilacion a presion reducida para
obtener una masa soélida (peso: 2,7 g).

El solido se recogié en DIPE (20 ml) y se agit6 durante 1 h y después el disolvente se decant6. Después el solido se
disolvio en IPA. El disolvente se eliminé por destilacion para obtener la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina en forma de un
solido amorfo. (Peso: 1,91 g, % de pureza: 93,47 %. % de agua: 3,99 % p/p. XRD = amorfa, Fig. (2).

Ejemplo de referencia 3

Preparacion de una forma amorfa de la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina

En un matraz de fondo redondo seco de 50 ml se recogieron metanol (20 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
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dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (4.0 g). A esta disolucion clara se
afadié acido gentisico (1,51 g). La mezcla de reaccion se calentd hasta 65 - 67 °C y se agit6 durante 2 h. El
disolvente se elimind por destilacion a presion reducida para obtener una masa solida. (Peso: 5,5 g).

% de agua: 0,82. XRD = amorfa Fig. (2). % Pureza, 99,34 %. TGA, 4,4 %. DSC, 87,3y 213,2.

Ejemplo de referencia 4

Preparacion de una forma amorfa de la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina

La sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina se formé mediante la mezcla de acido gentisico (0,189 g) y de (2 R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (0,500 g) en
metanol (2,5 ml), seguido de una agitacion a la temperatura de reflujo durante 2 h. El disolvente se eliminé por
destilacién a presion reducida para obtener la sal de gentisato sélida (peso: 0,680 g)

La sal (0,600 g) se disolvié en IPA (1,2 ml). A la solucién se afiadié DIPE (2,4 ml). Se agité durante 1 h a 25 - 30 °C,
el solido precipitd y después el disolvente se decanto. El disolvente residual se elimind por destilacion a presion
reducida para obtener la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a)pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina en forma de un sodlido amorfo. (Peso: 0,260 g, % de pureza:
99 %, % de agua: 1,99 % p/p, XRD = amorfa, Fig. (2).

Ejemplo de referencia 5

Preparacion de una forma amorfa de la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina

La sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina se formé mediante la mezcla de acido gentisico (0,113 g), (2R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (0,300 g) en una
mezcla de alcohol isopropilico (0,6 ml) y cloroformo (1,5 ml), seguido de una agitacion a la temperatura de reflujo
durante 2 h. El disolvente se eliminé por destilacién a presién reducida para obtener la sal sélida de gentisato de la
(2R)-4-oxo0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina en
forma de un sélido amorfo. [Peso: 0,410 g, % de pureza: 98,9 %, XRD = amorfa, Fig. (2)].

Ejemplo de referencia 6

Preparacion de una forma amorfa de la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina

La sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina se formé mediante la mezcla de acido gentisico (0,113 g), (2R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (0,300 g) en una
mezcla de alcohol isopropilico (0,6 ml) y acetonitrilo (1,5 ml), seguido de una agitaciéon a la temperatura de reflujo
durante 2 h. El disolvente se eliminé por destilacién a presion reducida para obtener la sal sélida de gentisato de la
(2R)-4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina en
forma de un sélido amorfo. [Peso: 0,410 g, % de pureza: 98,9 %, XRD = amorfa, Fig. (2)].

Ejemplo de referencia 7

Preparacion de la forma cristalina de la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina

En un matraz de fondo redondo seco de 25 ml se recogieron metanol (10 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (2,0 g). A esta disolucion clara se
afiadié acido gentisico (0,756 g) La mezcla de reaccion se calentd hasta 65 - 67 °C y se agitdé durante 2 h. El
disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida para obtener la sal del acido gentisico. Posteriormente se
afnadi6 la sal del acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-
1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (450 mg) disuelta en etanol (4,5 ml) y tolueno (4,5 ml), se agité durante entre 2 y
3 h. La sal sdlida precipitd, se filtré y se lavé con tolueno. Posteriormente, el sélido se seco para obtener la sal del
acido gentisico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina. (Peso: 257 mg, XRD: cristalina, Fig. (1))
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Ejemplo de referencia 8

Preparacion de la sal de clorhidrato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En un matraz de tres cuellos seco de 50 ml se recogieron metanol (2,5 ml), IPA (21,3 ml) y (2R)-4-oxo0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (2,0 g). La mezcla
de reaccion se calenté hasta 40 - 45 °C para obtener una solucién clara. A esta solucion clara se anadio IPA-HCI
hasta pH acido y después se afiadio éter dietilico (2,5 ml) a la mezcla de reaccién. Se agitd durante 1 h a 25 - 30 °C.
La sal sdlida precipitd. Después se calent6 hasta 55 °C y después se enfrio hasta 25 - 30 °C. La sal sdlida se filtro y
se lavd con IPA. Se obtuvo la sal de clorhidrato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (Peso 1,1 g, % de pureza mediante HPLC: 99,98 %, % de
pureza quiral mediante HPLC: > 99 %, p. f. = 168 - 170 °C, XRD = cristalina (Fig. 4).

Ejemplo de referencia 9

Preparacion de sal de besilato (I) de la (2R)-4-oxo0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-
7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En un matraz de fondo redondo seco de 50 ml se recogieron acetato de isopropilo (25 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (0,5 g). La mezcla
de reaccion se calenté hasta 45 - 50 °C y se afiadio una solucién de acido bencensulfonico (0,194 g) en IPAc (2,3
ml). Una vez completada la adicion, la sal sélida precipitd. Después se enfrié hasta 25 - 30 °C. La sal se filtr6 y se
lavé con hexano. Se obtuvo la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (Peso 0,63 g, % de pureza mediante HPLC: 99,76 %, % de
pureza quiral mediante HPLC: > 99 %), p. f. = 171 - 174 °C, XRD = cristalina (Fig. 5).

Ejemplo 10

Preparacion de 1la sal hidratada de  besilato (lI) de Ila (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En un matraz de fondo redondo seco de 50 ml se recogieron acetato de isopropilo (250 ml) y (2R)-4-oxo0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (5,0 g). La mezcla
de reaccion se calenté hasta 45 - 50 °C y se afiadi6 lentamente una solucion de acido bencensulfénico (1,93 g) en
una mezcla de agua (0,5 ml) y acetato de isopropilo (23 ml). Se agité durante 2 h a 50 °C. Después se enfrid hasta
25 - 30°C. La sal se filtr6 y se lavd con IPA y hexano. Se obtuvo la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina. Se secd. (Peso 6,7
g, % de agua, 2,96 %, % de pureza mediante HPLC: > 99,0 %, % de pureza quiral mediante HPLC: > 99 %), p. f. =
172 - 174 °C, XRD = cristalina (Fig. 7).

Ejemplo 11

Preparacion de la sal hidratada de  Dbesilato (lI) de Ila (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En un matraz de fondo redondo seco de 50 ml se recogieron cloroformo (5 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (0.5 g) y agua (0,5 ml). La mezcla se
agité a 25 - 30 °C durante 5 - 10 min y se afiadié acido bencensulfénico sélido (0,193 g). Se calentd a la temperatura
de reflujo y se agité durante 2 h. Después se enfrid hasta 25 - 30 °C y se agitd durante 68 h a 25 - 30 °C. La sal se
filtr6 y se lavd con cloroformo. Se obtuvo la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina. Se secé. (Peso 0,660 g, % de agua,
1,93 %, % de pureza mediante HPLC: > 99,0 %, % de pureza quiral mediante HPLC: > 99 %).

Ejemplo 12

Preparacion de la sal hidratada de  besilato (lI) de Ila (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Al matraz de fondo redondo de 25 ml se afiadieron acetato de isopropilo (5 ml), tetrahidrofurano (0,25 ml), agua (0,5
ml) 'y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-
amina (0,5 g). La mezcla se agité a 25 - 30 °C durante 5 - 10 min y se afiadié acido bencensulfénico soélido (0,194 g).
Se calent6 a la temperatura de reflujo y se agité durante 2 h. Después se enfrié hasta 25 - 30 °C y se agit6 durante
15 - 30 min a 25 - 30 °C. La sal se filtré y se lavd con acetato de isopropilo. Se obtuvo la sal de besilato de la (2R)-4-
0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]- 1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina. Se seco.
(Peso 0,680 g, % de agua, 2,2 %, % de pureza mediante HPLC: > 99,0 %, % de pureza quiral mediante HPLC: >
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99 %).

Ejemplo 13

Preparacion de 1la sal hidratada de besilato (lI) de Ila (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Al matraz de fondo redondo de 25 ml se afiadieron acetato de isopropilo (5 ml), tolueno (0,25 ml), agua (0,5 ml) y
(2R)-4-ox0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina
(0,5 g). La mezcla se agito a 25 - 30 °C durante 5 - 10 min y se afiadié acido bencensulfonico sélido (0,194 g). Se
calentd a la temperatura de reflujo y se agité durante 2 h. Después se enfrié hasta 25 - 30 °C y se agit6é durante 15-
30 min a 25 - 30 °C. La sal se filtrd y se lavd con acetato de isopropilo. Se obtuvo la sal de besilato de la (2R)-4-oxo-
4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.  Se  seco.
(Peso 0,660 g, % de agua, 1,61 %, % de pureza mediante HPLC: > 99,0 %, % de pureza quiral mediante HPLC: >
99 %).

Ejemplo de referencia 14

Preparacion de la sal del acido trifluoroacético de Ila (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En un matraz de fondo redondo seco de 25 ml se recogieron isopropanol (15 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-
5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (1,0 g,). La mezcla de reaccién se
calento6 hasta 78 - 80 °C y se afiadié acido trifluoroacético (0,28 g). Se agité durante 1,5 h a 80 - 82 °C. Después se
enfrié hasta 25 - 30 °C. Entonces el disolvente se evapord. La sal se disolvié en IPA y se precipité con DIPE. La sal
del acido trifluoroacético de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina se filtré y se lavé con DIPE. Se secd. (Peso 0,89 g, % de pureza mediante HPLC: >
98 %, % de pureza quiral mediante HPLC: > 99 %), XRD = cristalina (Fig. 6).

Ejemplo de referencia 15

Preparacion de la sal del acido trifluoroacético de Ila (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

La sal del acido trifluoroacético de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin- 7(8H)-il]-1-
(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (6,5 g) se agité con acetato de isopropilo (90 ml) durante 2 h a 25 - 30 °C. La sal
se filtro y se lavd con acetato de isopropilo. Se secé (peso 5,4 g, % de pureza mediante HPLC: > 98 %, % de pureza
quiral mediante HPLC: > 99 %, % agua, 3,14 %).

XRD = cristalina (Fig. 6).

Ejemplo de referencia 16

Preparacion de la sal amorfa del acido bencensulfonico de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

En un matraz de fondo redondo seco de 25 ml se recogieron metanol (2 ml) y (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (1,0 g,). Después se afiadi6 acido
bencensulfénico (0,38 g). Se agitd durante 3 h a 28 °C. Ademas, se afadio diclorometano (10 ml) y la mezcla de
reaccion se agité durante 1 h a 28 °C. Entonces el disolvente se elimind por destilacion a 25 - 30 °C a presion
reducida. Se obtuvo la sal amorfa del besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a)pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (peso 1,2 g, % de pureza mediante HPLC: > 98 %, % de
pureza quiral mediante HPLC: > 99 %), XRD = amorfa (Fig. 8).

Ejemplo de referencia 17

Preparacion de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina a partir de la sal de fosfato monohidratada de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-
5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Se recogieron la sal de fosfato monohidratada de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (2 g) y agua (10 ml) en un matraz de tres cuellos de 50 ml. A la
solucion se afiadieron cloruro de sodio (3,4 g), bicarbonato de sodio (0,33 g) en pequefias porciones y acetato de
etilo (20 ml) a 25 - 30 °C. Se agitd durante 15 - 30 min a 40 - 42 °C. Se transfiri6 a un embudo de separacion; se
recogio la capa organica. La capa acuosa se extrajo dos veces con acetato de etilo (20 ml); se recogid la capa
organica. Todas las capas organicas se combinaron. El disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida para
obtener la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-
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2-amina (peso 1,8 g, % de agua, 1,18 %, % de pureza mediante HPLC: > 99,0 %).

Ejemplo de referencia 18

Preparacion de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina a partir de la sal de fosfato monohidratada de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-
5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.

Se recogieron la sal de fosfato monohidratada de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (2 g) y agua (10 ml) en un matraz de tres cuellos de 50 ml. A la
solucion se afiadieron cloruro de sodio (3,4 g), hidréxido de sodio acuoso al 10 % (3 ml) y acetato de etilo (20 ml) a
25 - 30 °C. Se agité durante 15 - 30 min a 25 - 30 °C. Se transfirié6 a un embudo de separacion; se recogi6 la capa
organica. La capa acuosa se satur6 con cloruro de sodio (3,4 g) y se extrajo dos veces con acetato de etilo (20 ml).
Todas las capas organicas se combinaron y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se eliminé por
destilacién a presion reducida para obtener la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-
7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina (peso 1,6 g, % de agua, 0,39 %, % de pureza mediante HPLC: >
99,0 %).

Ejemplo de referencia 19

Preparacion de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina

La (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina
(21,0 g, pureza quiral, 96,4 %, preparada segun el método divulgado en la patente WO 2010/032264) se disolvié en
alcohol isopropilico (42,0 ml) a 68 - 70 °C. Después se enfrié hasta 45 - 48 °C y se afadié gota a gota n-heptano
(168 ml) durante un periodo de 30 - 45 min El sdlido precipit6. Se enfrié hasta 25 - 30 °C y se agité durante 1 h. El
solido se filtré y se lavo con una mezcla de alcohol isopropilico y n-heptano [63 ml (1:4)]. Se seco a presion reducida
para obtener la (2R)-4-0x0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-
trifluorofenil)butan-2-amina (17,1 g, pureza, 99,5 %, pureza quiral, 99,5 %, % de agua, 0,16 %.
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REIVINDICACIONES

1. La forma cristalina Il del besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-
ill-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina que tiene un patrén de difraccion de rayos X en polvo caracteristico con unos
picos expresados como 260 a 5,69, 7,45, 10,08, 11,41, 13,09, 18,34, 22,52 y 22,97 + 0,2 grados dos theta.

2. Un proceso para la preparacion de la forma cristalina Il del besilato de la (2R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-
dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina de acuerdo con la reivindicacion 1
que comprende

(a) la reaccion de la base libre (féormula 1) en unas condiciones de reaccion adecuadas con acido bencensulfonico
en un disolvente adecuado elegido de entre una mezcla de ésteres y agua, una mezcla de ésteres, éteres y
agua, una mezcla de ésteres, alcoholes y agua, una mezcla de éster, hidrocarburos y agua, una mezcla de
ésteres, cetonas y agua;

(b) la eliminaciéon adecuada del disolvente para obtener la forma cristalina Il del besilato de la (2R)-4-ox0-4-[3-
(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amina.
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Figura: 9 -Efecto de la administracién de una tinica dosis oral de los compuestos ZY a 10 mg/kg.
PO sobre la OGTT en ratones C57 machos.

Efecto de la administracion de una Unica dosis oral de los compuestos ZY a 10 mg/kg,
PO sobre la OGTT en ratones C57 machos.

600+ ‘
-a-Control con vehiculo
500 - -8-Sal cristalina de besilato
5 T -&-Sal amorfa de gentisato
E’ f"‘ . -#Sal amorfa de besilato
e 4001 / \ -#-Base de sitagliptina
9 A
B 300 / :
2 P \
H -~ B
S 2004 . = I T \, '
5 ;g« N
100+ -3
O 4 H T T T . 1
-30 0 15 30 60 120
¢ 4 Tiempo (min)
i Glucosa (3 g/kg)
Farmaco
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Figura: 10 -Efecto de la administraciéon de una iinica dosis oral de los compuestos ZY a 10 mg/kg,
PO sobre la OGTT en ratones C57 machos.

Efecto de la administracion de una Unica dosis oral de los compuestos ZY a 10 mg/kg,
PO sobre la OGTT en ratones C57 machos.

=8 Control con vehiculo
Sal cristalina de besilato
fm Sal amorfa de gentisato
Sal amorfa de besilato
Base de sitagliptina

AUC de la glucosa (mg/dl * 120 min)

15000

Media + EEM (n = 6) * P < 0,001 frente al confrol con vehiculo
Datos analizados mediante un ANOVA monofactorial seguido por una prueba de Dunnett
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