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DESCRIPCION
Sales ventajosas de péptidos de receptores opioides mu
Referencia cruzada con una solicitud relacionada

La solicitud objeto reivindica las ventajas de la solicitud provisional de EE.UU. con n° de serie 61/007.617,
presentada el 13 de diciembre 2007.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a sales de péptidos que se unen con alta afinidad y selectividad al receptor opioide mu
(morfina); a preparaciones farmacéuticas que contienen una cantidad eficaz de las sales de péptidos; y a métodos
para proporcionar analgesia, alivio de trastornos gastrointestinales tales como diarrea y terapia para la dependencia
de drogas que contienen una cantidad eficaz de las sales de péptidos.

Descripcion de la técnica relacionada

Se han encontrado muchos péptidos que presentan actividad similar a la opioide a través de la unioén a receptores
opioides. Se han encontrado tres tipos diferentes de receptores opioides: delta (8), kappa (k) y mu (). La principal
funcién aparente de los opioides es su papel para aliviar el dolor. Otras areas en las que los opioides son muy
adecuados para uso en un tratamiento, son afecciones relacionadas con trastornos gastrointestinales, esquizofrenia,
obesidad, presion arterial, convulsiones y ataques. Aunque los receptores & y k también pueden mediar en la
analgesia, la activacion de los receptores p es el medio principal y mas eficaz para inducir una analgesia, y es el
principal mecanismo por el que actia la morfina.

Debido a que la morfina y otros compuestos con utilidad clinica actdan principalmente en el receptor y, las
composiciones farmacéuticas que tienen péptidos con alta afinidad y selectividad hacia este sitio, tienen una
importancia considerable. Seria deseable producir estas composiciones de péptidos de una manera sencilla, eficaz y
economica.

Compendio breve
El alcance de la invencioén se define por las reivindicaciones.

La invencion objeto proporciona nuevas sales de un péptido de receptores opioides mu. Se ha encontrado que estas
sales tienen excelentes propiedades en términos de su estructura cristalina, estabilidad, solubilidad, falta de
impurezas y/o capacidad para ser producidas, con estas propiedades ventajosas, en cantidades suficientes para la
produccién de composiciones terapéuticas.

En el presente documento se describen sales aspartato, maleato, lactato e clorhidrato de péptidos de receptores
opioides mu. En una realizacion particularmente preferida, la invencion objeto proporciona sales clorhidrato de
péptidos de endomorfina.

Los péptidos descritos en este documento tienen la formula general Tyr-X; -Xz -X3 en donde X; es Pro, D-Lys o D-
Orn; Xz es Trp, Phe o N-alquil-Phe en donde el alquilo contiene de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono; y X3
es Phe, Phe-NH;, D-Phe, D-Phe-NH; o p-Y-Phe en donde Y es NO, F, Cl o Br.

En una realizacién ventajosa especifica, la invencion objeto proporciona la sal acetato de un péptido ciclico de
endomorfina-1 (denominada en esta memoria CYT-1010).

La invencion objeto proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden estas sales ventajosas.

La invencion objeto proporciona ademas las sales y las composiciones descritas en el presente documento o
utilizadas en métodos terapéuticos.

También se describen métodos para preparar las sales de la invencion objeto.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un difractograma de rayos X de la base libre CYT-1010 lote VO5060N1.
La Figura 2 muestra una superposicion DSC/TGA de la base libre CYT-1010 lote VO5060N1.
La Figura 3 muestra un espectro H-RMN de la base libre CYT-1010 lote VO5060N1.

La Figura 4 muestra un espectro FTIR de la base libre CYT-1010 lote VO5060N1.
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La Figura 5 muestra una isoterma de humedad DVS de CYT-1010 base libre.

La Figura 6 muestra un difractograma de rayos X de la sal aspartato del cribado primario.
La Figura 7 muestra una superposicion DSC/TGA de la sal aspartato del cribado primario.
La Figura 8 muestra un difractograma de rayos X de la sal clorhidrato del cribado primario.
La Figura 9 muestra una superposicion DSC/TGA de la sal clorhidrato del cribado primario.
La Figura 10 muestra un difractograma de rayos X de la sal lactato del cribado primario.

La Figura 11 muestra una superposicion DSC/TGA de la sal lactato del cribado primario.
La Figura 12 muestra un difractograma de rayos X de la sal maleato del cribado primario.
La Figura 13 muestra una superposicion DSC/TGA de la sal maleato del cribado primario.

La Figura 14 muestra difractogramas de rayos X de la sal aspartato: muestra del cribado primario (trazo azul),
muestra a mayor escala (trazo negro).

La Figura 15 muestra termogramas DSC/TGA de la sal aspartato de una muestra a mayor escala.

La Figura 16 muestra una superposicion DSC de la muestra del cribado primario (trazo superior) y la muestra a
mayor escala (trazo inferior) de la sal aspartato.

La Figura 17 muestra espectros de H-RMN de la sal aspartato de la muestra a mayor escala.
La Figura 18 muestra un espectro FTIR de aspartato a mayor escala.
La Figura 19 muestra una isoterma de humedad DVS de aspartato a mayor escala.

La Figura 20 muestra difractogramas de rayos X de clorhidrato: muestra del cribado primario (trazo negro), muestra
a mayor escala (trazo rojo).

La Figura 21 muestra una superposicion DSC/TGA de la sal clorhidrato a mayor escala.

La Figura 22 muestra una superposicion DSC de la muestra del cribado primario (trazo inferior) y la muestra a mayor
escala (trazo superior) de la sal clorhidrato.

La Figura 23 muestra espectros H-RMN de clorhidrato de la muestra a mayor escala.
La Figura 24 muestra un espectro FTIR de clorhidrato a mayor escala.
La Figura 25 muestra una isoterma de humedad DVS de la sal clorhidrato a mayor escala.

La Figura 26 muestra la comparacion de termogramas TGA de CYT-1010 HCI antes y después de una exposicion a
25°C/75% de HR.

La Figura 27 muestra difractogramas de rayos X de CYT-1010 HCI (negro) y una muestra de suspensiéon acuosa
(trazo azul).

La Figura 28 muestra difractogramas de rayos X de lactato: muestra del cribado primario (trazo negro), muestra a
mayor escala (trazo rojo).

La Figura 29 muestra una superposicion DSC/TGA de la muestra a mayor escala de lactato.

La Figura 30 muestra una superposicion DSC de la muestra del cribado primario (trazo superior) y la muestra a
mayor escala (trazo inferior) de la sal lactato.

La Figura 31 muestra espectros H-RMN de lactato a mayor escala.
La Figura 32 muestra un espectro FTIR de lactato a mayor escala.
La Figura 33 muestra una isoterma de humedad DVS de la sal lactato a mayor escala.

La Figura 34 muestra difractogramas de rayos X de maleato: muestra del cribado primario (trazo negro), muestra a
mayor escala (trazo rojo).

La Figura 35 muestra una superposicion DSC/TGA de la muestra a mayor escala de maleato.
La Figura 36 muestra una superposicion DSC de la muestra del cribado primario (trazo superior) y la muestra a
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mayor escala (trazo inferior) de la sal maleato.

La Figura 37 muestra un espectro H-RMN de la muestra a mayor escala de la sal maleato.
La Figura 38 muestra un espectro de la muestra a mayor escala de la sal maleato.

La Figura 39 muestra una isoterma de humedad DVS de la sal maleato a mayor escala.
La Figura 40 muestra la morfologia de las particulas de cuatro sales a mayor escala.

La Figura 41 muestra datos de difraccion de rayos X para la sal HCI.

La Figura 42 muestra datos de DSC/TGA para la sal HCI.

La Figura 43 muestra una comparacion de DSC de la muestra a mayor escala (trazo superior) y una muestra a
pequefia escala (trazo inferior).

La Figura 44 muestra datos de difraccion de rayos X para la sal aspartato.
La Figura 45 muestra datos de DSC/TGA para la sal aspartato.

La Figura 46 muestra datos de DSC. Aspartato a mayor escala (trazo superior), muestra a menor escala (trazo
inferior).

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es un péptido util de acuerdo con la invencién objeto.
SEQ ID NO: 2 es un péptido util de acuerdo con la invencioén objeto.
SEQ ID NO: 3 es un péptido util de acuerdo con la invencién objeto.
SEQ ID NO: 4 es un péptido util de acuerdo con la invencién objeto.
SEQ ID NO: 5 es un péptido util de acuerdo con la invencioén objeto.
SEQ ID NO: 6 es un péptido util de acuerdo con la invencién objeto.
SEQ ID NO: 7 es un péptido util de acuerdo con la invencién objeto.
SEQ ID NO: 8 es un péptido util de acuerdo con la invencién objeto.
SEQ ID NO: 9 es un péptido util de acuerdo con la invencioén objeto.
SEQ ID NO: 10 es un péptido util de acuerdo con la invencion objeto.
SEQ ID NO: 11 es un péptido util de acuerdo con la invencion objeto.
SEQ ID NO: 12 es un péptido util de acuerdo con la invencion objeto.
SEQ ID NOS: 13-26 son péptidos adicionales utiles de acuerdo con la invencion objeto.
Descripcion detallada

La invencion objeto proporciona una sal ventajosa de un péptido que se une al receptor opioide mu (morfina) con
afinidad, selectividad y potencia elevadas.

Ventajosamente, la sal de la invencion objeto tiene excelentes propiedades en términos de su cristalinidad,
morfologia, propiedades térmicas, estequiometria, hidroscopicidad, solubilidad acuosa y/o estabilidad quimica.

Esta invencion también proporciona preparaciones farmacéuticas que contienen una cantidad eficaz de la sal de
péptido. La invencion objeto proporciona ademas la sal de péptido para uso en métodos para proporcionar
analgesia, alivio de trastornos gastrointestinales tales como diarrea, tratamientos antiinflamatorios y terapia para la
dependencia de drogas, en donde los métodos implican administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento,
una composicion que contiene una cantidad eficaz de una o varias de las sales de péptidos de la invencion objeto.

Inicialmente, se seleccionaron para evaluar 16 sales de un analogo peptidico ciclico de endomorfina-1. Estas
incluian quince monosales y una hemisal. La caracterizacion de estas sales a una escala de 50 mg permiti6 la
identificacion de cuatro sales particularmente ventajosas: las sales aspartato, clorhidrato, maleato y lactato.

La sal clorhidrato mostraba buena cristalinidad. La estequiometria de la sal clorhidrato basada en la cromatografia
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idnica, era proxima a la tedrica. La monosal parece formar un monohidrato estable con una HR superior al 5%. La
estabilidad quimica parece también excelente. La invencion objeto proporciona la sal acetato de Cyt 1010, asi como
composiciones farmacéuticas que contienen esta sal.

Péptidos

Los péptidos descritos en este documento tienen la formula general Tyr-X; -Xz -X3 en donde X1 es Pro, D-Lys o D-
Orn; Xz es Trp, Phe o N-alquil-Phe en donde el alquilo contiene de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono; y X3
es Phe, Phe-NH;, D-Phe, D-Phe-NH, o p-Y-Phe en donde Y es NOg, F, Cl o Br. Algunos péptidos preferidos son:

H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH. (SEQ ID NO:1)
H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2 (SEQ ID NO:2)
H-Tyr-Pro-Trp-Phe-OH (SEQ ID NO:3)
H-Tyr-Pro-Phe-Phe-OH (SEQ ID NO:4)
H-Tyr-Pro-Trp-D-Phe-NH: (SEQ ID NO:5)
H-Tyr-Pro-Phe-D-Phe-NH: (SEQ ID NO:6)
H-Tyr-Pro-Trp-pNO.-Phe-NH: (SEQ ID NO:7)
H-Tyr-Pro-Phe-pNO2-Phe-NH2 (SEQ ID NO:8)
H-Tyr-Pro-N-Me-Phe-Phe-NH2 (SEQ ID NO:9)
H-Tyr-Pro-N-Et-Phe-Phe-NH, (SEQ ID NO:10)
H-Tyr-Pro-N-Me-Phe-D-Phe-NH: (SEQ ID NO:11)
H-Tyr-Pro-N-Et-Phe-D-Phe-NH2 (SEQ ID NO:12)
H-Tyr-c-[D-Lys-Trp-Phe] (SEQ ID NO:13)
H-Tyr-c-[D-Lys-Phe-Phe] (SEQ ID NO:14)
H-Tyr-c-[D-Orn-Trp-Phe] (SEQ ID NO:15)
H-Tyr-c-[D-Orn-Phe-Phe] (SEQ ID NO:16)
H-Tyr-c-[D-Lys-Trp-pNO; -Phe] (SEQ ID NO:17)
H-Tyr-c-[D-Lys-Phe-pNO- -Phe] (SEQ ID NO:18)
H-Tyr-c-[D-Orn-Trp-pNO; -Phe] (SEQ ID NO:19)
H-Tyr-c-[D-Orn-Phe-pNO; -Phe] (SEQ ID NO:20)
H-Tyr-c-[D-Lys-N-Me-Phe-Phe] (SEQ ID NO:21)
H-Tyr-c-[D-Orn-N-Me-Phe-Phe] (SEQ ID NO:22)
H-Tyr-c-[D-Lys-N-Et-Phe-Phe] (SEQ ID NO:23)
H-Tyr-c-[D-Orn-N-Et-Phe-Phe] (SEQ ID NO:24)
H-Tyr-c-[D-Lys-N-Me-Phe-D-Phe] (SEQ ID NO:25)
H-Tyr-c-[D-Lys-N-Et-Phe-D-Phe] (SEQ ID NO:26)
El péptido de la invencién se define en las reivindicaciones.

Los catorce ultimos péptidos en la lista, son péptidos ciclicos cuyas secuencias de aminoacidos lineales primarias se
proporcionan en SEQ ID NO: 13 hasta SEQ ID NO: 26. En este contexto, se hace referencia al documento de
patente de EE.UU. n° 6.303.578.

El péptido de SEQ ID NO: 1 es muy selectivo y potente para el receptor opioide mu, y la union a los receptores delta
es mas de 4000 veces mas débil y la unién a los receptores kappa es mas de 15.000 veces mas débil, lo que reduce
las posibilidades de efectos secundarios.
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Los péptidos descritos en este documento se pueden preparar por métodos convencionales de fase en solucion
(Bodansky, M., Peptide Chemistry: A Practical Textbook, 22 edicién, Springer-Verlag, Nueva York (1993)) o de fase
sélida (Stewart, J.M.; Young, J.D. Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicion, Pierce Chemical Company, 1984), con
el uso de grupos protectores y agentes de acoplamiento adecuados. Un método de desproteccion adecuado se
puede emplear a continuacién para eliminar grupos protectores especificados o la totalidad de los grupos
protectores, incluyendo la divisién de la resina si se aplica la sintesis en fase sélida.

La ciclaciéon de los péptidos lineales se puede realizar, por ejemplo, mediante la sustitucion de un acido diamino
carboxilico apropiado para Pro en la posicion 2 en los péptidos, mediante el cierre del anillo de los grupos
funcionales amino y carboxilicos C-terminales de la cadena lateral de la posicidon 2. Las reacciones de ciclacién se
pueden realizar con el método de difenilfosforil azida (Schmidt, R., Neuhert, K., Int. J. Pept. Protein Res. 37:502-507,
1991).

Los péptidos sintetizados con sintesis en fase soélida se pueden separar de la resina con fluoruro de hidrogeno
liquido (HF) en presencia del antioxidante y captador adecuados.

La cantidad de reactivos utilizados en las reacciones, asi como las condiciones necesarias para facilitar las
reacciones e impulsar una terminacién eficaz, pueden variar ampliamente dependiendo de variaciones en las
condiciones de reaccion y de la naturaleza de los reactivos.

Los productos deseados se pueden aislar a partir de la mezcla de reaccidon mediante cristalizacion, electroforesis,
extraccion, cromatografia o por otros medios. Sin embargo, un método de aislamiento preferido es HPLC. Todos los
péptidos brutos se pueden purificar con HPLC preparativa, y la pureza de los péptidos se puede comprobar con
HPLC analitica. Se han obtenido purezas de los compuestos sintetizados superiores al 95%, utilizando HPLC.

En una realizacion preferida, ejemplificada especificamente en este documento, el péptido es el que se muestra
como SEQ ID NO: 13 (péptido ciclico de endomorfina-1) y tiene la siguiente estructura:

0
HN
H,N
NH .
o AN
NH
HO HN
o
NH
s
Cyt 1010
C3sH40N6Os5

Peso Mol.: 624,73
C, 67,29; H, 6,45; N, 13,45: O, 12,81

Composiciones farmacéuticas

La presente invencién también proporciona preparaciones farmacéuticas que contienen una cantidad
farmacéuticamente eficaz de las sales de péptido de esta invencién y un vehiculo o un adyuvante
farmacéuticamente aceptable. El vehiculo puede ser un vehiculo organico o inorganico que es adecuado para
aplicaciones externas, entéricas o parenterales.

Las sales de péptidos de la presente invencién pueden estar compuestas, por ejemplo, por vehiculos
farmacéuticamente aceptables usuales, no toxicos, para comprimidos, granulos, capsulas, liposomas, supositorios,
pulverizaciones intranasales, soluciones, emulsiones, suspensiones, aerosoles, sistemas de entrega de productos
quimicos dirigidos (Prokai-Tatrai, K.; Prokai, L.; Bodor, N., J. Med. Chem. 39: 4775-4782, 1991), y cualquier otra
forma adecuada para el uso. Los vehiculos que se pueden usar son agua, glucosa, lactosa, goma de acacia,
gelatina, manitol, pasta de almidon, trisilicato de magnesio, talco, almidén de maiz, queratina, silice coloidal, almidén
de patata, urea y otros vehiculos adecuados para uso en la fabricacion de preparaciones, en forma sélida,
semisolida, liquida o de aerosol, y ademas se pueden utilizar agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes y
colorantes, y perfumes.

Métodos terapéuticos
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La presente invencion también proporciona la sal de péptido para uso en métodos para proporcionar analgesia,
alivio de trastornos gastrointestinales tales como diarrea, y terapia para la dependencia de drogas en pacientes,
tales como mamiferos, incluyendo los seres humanos, cuyo método comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz de los péptidos, o sales de los mismos, de esta invencion. La diarrea puede estar causada por una serie de
fuentes, tales como una enfermedad infecciosa, célera, o un efecto o efecto secundario de diversos farmacos o
terapias, incluyendo los utilizados para la terapia contra el cancer. Para la aplicacion de las sales de péptidos de la
presente invencion a humanos, es preferible administrarlas mediante administracién parenteral o por via entérica.

Las sales de péptidos de la invencion objeto también se pueden emplear para proporcionar tratamientos anti-
inflamatorios. En este contexto, los solicitantes hacen referencia al documento de Estados Unidos 2004/0266805.

La dosificacion de la cantidad eficaz de los péptidos varia y también depende de la edad y el estado de cada
paciente individual que se va a tratar. Sin embargo, las dosificaciones unitarias adecuadas pueden ser desde
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg. Por ejemplo, una dosis unitaria puede ser desde
aproximadamente 0,2 mg a aproximadamente 50 mg. Una dosis unitaria de este tipo se puede administrar mas de
una vez al dia, por ejemplo, dos o tres veces al dia.

Métodos experimentales

Morfologia. Un microscopio Zeiss universal configurado con una fuente de luz visible polarizada, se utilizé para
evaluar las propiedades opticas de las muestras. Los especimenes se montaron tipicamente sobre un portaobjetos
para el microscopio. El aumento era tipicamente de 125X. Se registraron observaciones del tamafio y la forma de la
particula/cristal. También se observo la presencia de birrefringencia.

Estequiometria - "H-RMN. Las muestras se prepararon disolviendo 3-7 mg en dimetilsulféxido (DMSO)-ds con 0,05%
(v/v) de tetrametilsilano (TMS). Los espectros se recogieron a temperatura ambiente en un espectrometro de FT-
RMN Varian Gemini de 300 MHz.

Estequiometria - Cromatografia idnica. Se prepararon soluciones estandares generalmente en el intervalo de 5 a 50
pg/ml. Las muestras se disolvieron y se analizaron con un cromatografo de iones Dionex DX-600, configurado con
una columna AminiPac PA 10 para el andlisis de acido aspartico y una columna AS4A-SC/AG4A-SC para los acidos
maleico, clorhidrico y lactico y un detector de conductividad.

Solubilidad. La solubilidad de las sales seleccionadas del cribado primario se determiné a temperatura ambiente en
tampon acuoso con pH 7, mediante una técnica visual. La solubilidad de las sales a mayor escala se determind
visualmente en tampones acuosos a pH 4,7 y 10 tanto mediante técnica visual como analisis de HPLC junto con las
muestras de estabilidad, utilizando la misma condicién cromatografica (véase la seccion de analisis de HPLC).

Propiedades térmicas mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los datos de la DSC se recogieron en un
aparato DSC de TA Instruments 2910. En general, las muestras en el intervalo de masa de 1 a 10 mg se fijaron en
crisoles de aluminio para muestras y se escanearon desde 25°C hasta mas alla de la fusién a 10°C/minuto, usando
una purga de nitrégeno a 50 mL/min.

Propiedades térmicas mediante analisis termogravimétrico (TGA). Los datos del TGA se recogieron en un aparato
de TGA de TA Instruments 2950. En general, las muestras en el intervalo de masa de 5 a 15 mg se colocaron en un
crisol abierto de platino para muestras, tarado previamente y se exploraron desde 25 a aproximadamente 300°C a
10°C/minuto utilizando una purga de nitrégeno.

Microscopia 6ptica de platina caliente (HSM). Un microscopio Zeiss universal configurado con una fuente de luz
visible polarizada y un accesorio de platina caliente Mettler se utiliz6 para analizar la base libre CYT-1010. Se monté
una muestra en un portaobjetos del microscopio con una gota de aceite de inmersién y una cubierta de vidrio. El
aumento era 400X. La muestra se calenté desde 25°C a aproximadamente 300°C a 3 o 10°C/minuto. Se registraron
observaciones de cambio de fase, recristalizacion, evolucion de burbujas, etc.

Cristalinidad mediante difraccion de rayos X (DRX) de polvos. Los patrones de difraccion se recogieron utilizando un
difractémetro Bruker D8 Disvovery, configurado con una etapa de XYZ, videomicroscopio laser para el
posicionamiento y detector de area HiStar. Los tiempos de recogida fueron 120 segundos a temperatura ambiente.
Un tubo de radiacién de Cu Ka de 1,5406 A funcionaba a 40 kV y 40 mA. La dptica de rayos X consiste en un espejo
Gobel acoplado con un colimador con agujero de alfiler de 0,5 mm. Analisis continuos theta-theta se emplearon con
una distancia de muestra-detector de 15 cm, lo que proporciona un intervalo eficaz 20 de 4-40°. Las muestras se
montaron en placas de cuarzo de fondo bajo (9 mm de diametro, 0,2 mm de profundidad de la cavidad).

Espectroscopia infrarroja (FTIR). Los espectros infrarrojos se obtuvieron con un espectrometro infrarrojo Nicolet 510
M-O de transformada de Fourier, equipado con un dispositivo de reflectancia total atenuada Harrick Splitpera®. Los
espectros se adquirieron con 4000-400 cm™ con una resolucién de 4 cm™ y se recogieron 128 exploraciones para
cada analisis.

Estabilidad de la solucion. Cuatro candidatos de sales se disolvieron (por duplicado) en acetonitrilo:agua (90:10) con
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0,1% de TFA, a una concentracion de 0,3 mg (con respecto a la base libre) por ml de disolvente. Los viales de
centelleo se sellaron. Un vial de cada solucion de sal se colocd en un horno a 40°C durante 2 semanas. Otro vial de
cada solucion de sal se almacend a 25°C durante 2 semanas. Estas soluciones (y las soluciones a "tiempo cero") se
analizaron para estudiar CYT-1010 mediante HPLC.

Estabilidad en estado soélido. Muestras en polvo de los cuatro candidatos finales de sales se transfirieron (por
duplicado) a viales de centelleo y se sellaron. Un vial de cada sal se colocé en un horno a 60°C durante 2 semanas.
Otro vial de cada sal se almacen6 a 25°C durante 2 semanas. Estas muestras fueron analizadas (y las soluciones a
"tiempo cero") para estudiar CYT-1010 mediante HPLC.

Fotoestabilidad. Las muestras de los cuatro candidatos de sales finales se transfirieron (por duplicado) a las placas
de cristalizacion y se sellaron con envoltura de Saran®. Una placa de cada sal también se cubrié con papel de
aluminio (como los controles oscuros). Otra placa de cada sal no se cubrié con papel de aluminio (como las
muestras fotoexpuestas). Las muestras se expusieron a fuentes de UV de opcién 2 compatibles con ICH para
examinar su estabilidad con respecto a la luz a aproximadamente 25°C. También se analizaron los controles oscuros
y las muestras a tiempo cero para comparar. Las muestras se analizaron para estudiar CYT-1010 mediante HPLC.

Estabilidad frente a la oxidacién. Las muestras de los cuatro candidatos de sales finales se expusieron a una
atmodsfera de oxigeno puro durante 2 semanas para examinar su estabilidad con respecto a la oxidacion a 25°C. Las
muestras se analizaron para estudiar CYT-1010 mediante normalizacion del area total para el perfil de impurezas
mediante HPLC.

Analisis HPLC. Los candidatos de sales se analizaron mediante normalizacion del area total (TAN). Las muestras se
disolvieron en acetonitrilo:agua (90:10) con 0,1% de TFA con una concentracion de base libre de 0,3 mg/mL.

Condiciones de la HPLC

Columna de HPLC: YMC-Pack ODS-A 150 mm, 4,6 mm, 5 micras
Columna de proteccion (opcional) Ninguna

Temperatura de la columna: 25+ 1°C

Temperatura de la muestra: ambiente

Lavado del muestreador automatico: 1:1 de agua:CAN

Caudal: 1,5 mL/min

Volumen de inyeccion: 7 ul

Deteccion UV: 215 nm

Tiempo de ejecucion: 32 minutos

Tiempo de analisis: 32 minutos

Fase movil: A -0,1% de TFA en agua

B - 0,1% de TFA en CAN

Programa Puym del gradiente*:

Tiempo de etapa (minutos) Tiempo transcurrido (minutos) % de A (acuoso) | % de B (organico) | Curva
0,5 0,0 90 10 0
15,0 15,5 5 95 1
5,0 20,5 5 95 0
6,0 26,5 90 10 1
6,0 32,5 90 10 0

Sorcién de vapor dinamica (DVS) (realizada por Surface Measurement Systems Ltd., Allentown, PA). Las muestras
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se ejecutaron en un analizador de sorcién de vapor dinamica, automatizado con una humedad relativa de 0 a 95% y
de vuelta a una humedad relativa de 0% a 25°C en etapas del 5% de HR. Las muestras se secaron previamente
(hasta tener una masa contante) bajo una corriente de nitrégeno seco antes del analisis. EI cambio de peso como
una funcién de la humedad y el tiempo, se registré para construir un grafico isotérmico y cinético de la humedad, de
la sorcién y desorcion de agua. Las masas de las muestras estaban generalmente en el intervalo de 1-5 mg.

Los siguientes son ejemplos que ilustran procedimientos para la puesta en practica de la invencion. Todos los
porcentajes son en peso y todas las proporciones de mezclas de disolventes son en volumen a menos que se
indique lo contrario.

Ejemplo 1 — Evaluacion inicial

Se seleccionaron quince acidos para una evaluacién detallada. Los acidos utilizados durante el estudio se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1

Acético

Aspartico (L)

Citrico

Fumarico

Gluconico (D)

Hipurico

Clorhidrico

Lactico

Malico

Maleico

Mdcico

Fosférico

Sulfarico

Succinico

Tartarico (L)

Las sales se prepararon inicialmente a una escala de aproximadamente 50 mg. La base libre se suspendié en
metanol. Todos los acidos, excepto el aspartico y el mucico se disolvieron en agua. Porciones molares iguales de las
soluciones de base libre y de acido se mezclaron para formar las monosales. Las porciones molares de las
soluciones de base libre y de acido medio molar se mezclaron para formar la hemisal. Se afiadi6 acido aspartico y
acido mucico como polvos secos, ya que eran insolubles en agua. Las suspensiones de base libre después de
afadir acido clorhidrico, sulfurico, maleico, fosférico, tartarico y citrico se volvieron claras y luego se evaporaron
mientras que se agitaban sobre una placa agitadora a temperatura ambiente. Las preparaciones restantes de sales
turbias se siguieron agitando tapadas durante aproximadamente dos dias, para permitir que tuvieran lugar las
reacciones, a continuacion, se evaporaron de la misma manera, mientras que se agitaban sobre una placa agitadora
a temperatura ambiente. Las sales se secaron al vacio a 40°C.

Se prepararon y evaluaron las propiedades térmicas y la cristalinidad de quince sales de la base libre. Las diferentes
formas salinas se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Formas salinas evaluadas

Acetato Hipurato Mucato Tartrato (L)
Aspartato (L) Clorhidrato Fosfato Gluconato (D)
Citrato Lactato Sulfato Maleato
Fumarato Malato (L) Hemi-sulfato Succinato

Ejemplo 2 - Caracterizacion de la base libre

El analisis DRX indico que la base libre era cristalina, tal y como se muestra en la Figura 1. Una superposicion de
termogramas DSC y TGA se puede observar en la Figura 2. El termograma DSC mostraba multiples eventos
térmicos: una pequeina endoterma con una temperatura de inicio de 256,2°C y un valor de entalpia de AH = 20 J/g,
seguida inmediatamente por una pequefia exoterma. El segundo pico endotérmico era un pico agudo con una
temperatura de inicio de 286,3°C y un valor de entalpia de 95,7 J/g. El termograma TGA mostraba la pérdida de
peso debido a compuestos volatiles de 2,9% en peso (25°C-150°C).

Un analisis con microscopia de fase caliente indicé que las particulas de la base libre tenian una forma irregular,
laminar y no parecian birrefringentes. La fusion de la muestra se completé a aproximadamente 288°C. No habia
otros eventos térmicos evidentes.

Los espectros H-MHR y FTIR de la base libre se muestran en la Figura 3 y la Figura 4, respectivamente.

El analisis DVS de la base libre indicaba una absorcion de agua no estequiométrica de hasta 1,7% en peso con 90%
de HR (Figura 5).

Los datos de la estabilidad de la base libre no mostraron cambios significativos en los valores de HPLC-TAN
después de la exposicion al calor, la luz o el oxigeno (Tablas 6-9).

Ejemplo 3 — Caracterizacion de sales primarias

Se prepararon y se analizaron quince monosales y una hemisal mediante difraccién de rayos X de polvos. El
comportamiento térmico de las sales primarias se estudi6 mediante un analisis DSC y TGA. Los resultados
analiticos se resumen en la Tabla 3. Como se puede observar en la tabla, algunas sales eran cristalinas, otras
estaban poco ordenadas o eran amorfas. La cristalinidad de algunas sales mejoré suspendiéndolas en agua durante
aproximadamente una semana. El comportamiento térmico de algunas sales era complejo con los multiples eventos
térmicos observados en el calentamiento. Endotermas debidas a la deshidratacion y/o la eliminacion de disolvente
para algunas de las sales también eran evidentes.

Tabla 3: Cristalinidad y datos térmico de las sales seleccionadas

Sal Cristalinidad por DRX Resultados de DSC Resultados de TGA
(pérdida de peso)
HCI Mono |Poco ordenada, madurada por agitacion|Pequefia endoterma a 230°C | Pérdida de peso del 3%
en agua, cristalinidad mejorada. con AH = 10 J/g, fusién con|a 150°C

descomposicion a 283°C.

Sulfato Hemi | Amorfa, madurada por agitacion en agua,
permanecié amorfa

Sulfato Mono | cristalina Endoterma amplia a ~100°C, | Pérdida de peso del 5%
fusion con descomposicion aja 150°C y continud
283°C. hasta la fusion

Aspartato |Mono | Cristalina Inicio endoterma: 270°C, AH =|1,4% (25-150°C). Peso

(L) 241 J/g (fusion +| estable hasta 225°C

descomposicion).

10




ES 2 550 604 T3

Tabla 3: Cristalinidad y datos térmico de las sales seleccionadas

Sal Cristalinidad por DRX Resultados de DSC Resultados de TGA
(pérdida de peso)
Maleato Mono |Poco ordenada, madurada por agitacion | Inicio endoterma: 237°C, AH =| Pérdida de peso del
en agua, cristalinidad mejorada. 95 J/g 2,3% a 150°C, y gran
pérdida de peso
después de 150°C.
Fosfato Mono | Cristalina Endoterma amplia a ~200°C |Pérdida de peso del
con AH = 40 J/g, fusiéon con|2,2% a 150°C, y gran
descomposicion a 308° pérdida de peso
después de 175°C.
Tartrato Mono | Cristalina Endoterma amplia a 86°C,| 2,0% (25-150°C)
(L) pequefia endoterma a 139°C,
con descomposicion a 252°C
Fumarato |Mono |Cristalina Inicio endoterma: 263°C, AH =|5,3% (25-175°C)
111 J/g,
Mucato Mono | Cristalina Una endoterma amplia a ~75-|2,7% (25-150°C)
100°C, una endoterma doble
a207°C
Citrato Mono | Amorfa, madurada por agitacion en agua,
permanecié amorfa.
Malato (L) |Mono | Cristalina Inicio endoterma: 260,3°C, AH|1,0% (25-150°C),
=157 J/g, pérdida de peso
después de 150°C vy
hasta la fusion
Hipurato |Mono|Poco ordenada, madurada por agitacion
en agua, cristalinidad mejorada, pero el
patron de DRX se emparejé con el
material de partida de la base libre, no se
formo sal.
Gluconato |Mono |El patron de DRX se emparejo con el
(D) material de partida de la base libre, no se
formo sal.
Lactato (L) |Mono | Cristalina Inicio endoterma: 234°C, AH =|3,0% (25-150°C)
116 J/g,
Succinato |Mono |Poco ordenada, madurada por agitaciéon|Una endoterma amplia a|2,5% (25-150°C)
en agua, cristalinidad mejorada. ~75°C, una endoterma doble
a248°C
Acetato Mono | Dos muestras generadas: DRX de una

muestra se emparejo con la base libre, la
otra muestra estaba poco ordenada.

Solubilidad. Se determiné la solubilidad de las sales seleccionadas a partir del cribado primario. Las mediciones de
la solubilidad se realizaron a temperatura ambiente en un tampén acuoso a pH 7,0. Los resultados de las
mediciones de la solubilidad se muestran en la Tabla 4. Incluso a una concentracién de 0,05 mg/ml, las soluciones
de todas las sales todavia estaban turbias, indicando que la solubilidad de todas las sales era <0,05 mg/mL. Las
soluciones de las sales lactato, malato y aspartato parecian menos nublabas/turbias que otras, lo que sugiere que su
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solubilidad puede ser ligeramente superior a la de las otras formas.

Tabla 4: Solubilidad visual de la sales primarias en tampoén acuoso a pH 7,0
Sal Solubilidad visual (mg/ml)

Aspartato (L) <0,05

Tartrato (L) <0,05

Maleato <0,05

Malato <0,05

Fosfato <0,05

Lactato (L) <0,05

Succinato <0,05

Clorhidrato <0,05

La evaluacién de las sales primarias se resume en la Tabla 5. Esta evaluacion permitié la selecciéon de cuatro sales
para una evaluacion adicional: aspartato, clorhidrato, lactato y maleato.

Tabla 5. Resumen de las formas salinas del cribado primario de las sales

Forma salina

Comentarios

Aspartato (L) Endoterma de fusion aislada, pequefia cantidad de volatiles, parece ligeramente mas soluble
que la mayoria de las otras formas salinas.
Maleato Ligeramente mas soluble que la mayoria de las otras formas salinas, TGA indicaba

inestabilidad térmica después de 150°C.

Lactato (L)

No era tan soluble como algunas otras, la muestra tenia 3% de volatiles, endoterma de fusion
aislada.

Clorhidrato La cristalinidad fue mejorada mediante maduracion, 3% de volatiles, multiples eventos en
DSC.

Tartrato (L) El patron de DRX era muy similar a maleato, era ligeramente mas soluble, pero una pequefia
endoterma adicional en trazas de DSC podria indicar un comportamiento polimorfico.

Malato El patron de DRX era muy similar a tartrato, era ligeramente mas soluble, endoterma aislada,
poca cantidad de volatiles, pero pérdida de peso después de 150°C.

Succinato La sal no cristalizaba bien, tuvo que madurar mediante suspensién, una de las sales menos
solubles, la muestra tenia 2,5% de volatiles, endoterma doble en DSC.

Sulfato La muestra tenia 5% de volatiles.

Fumarato Pérdida de peso de 5,3% en TGA.

Mucato No es una sal prometedora basandose en el comportamiento térmico.

Fosfato Una de las menos solubles, multiples endotermas, el perfil de pérdida de peso no es bueno.
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Escrutinio de la sal a mayor escala. Basandose en los resultados del escrutinio primario de la sal, se seleccionaron
cuatro monosales para un aumento de la escala hasta la escala de 400 mg: aspartato, clorhidrato, lactato y maleato.
Se utilizé el mismo método preparativo para el aumento de la escala que para la evaluacion de la sal primaria.

A continuacion se describen las caracteristicas de las cuatro formas salinas.
Aspartato

El material era un sdélido cristalino blanco. El patrén de difraccion de rayos X del lote se muestra en la Figura 6. El
termograma DSC mostré una endoterma de fusion con una temperatura de inicio extrapolada de aproximadamente
270°C. Parece que hay fusién con descomposicion. Los compuestos volatiles totales mediante TGA en un intervalo
de temperatura de 25-150°C eran 1,4% en peso. Un grafico de superposicion DSC/TGA se muestra en la Figura 7.

Clorhidrato

La sal clorhidrato aislada era un solido cristalino blanco. El patrén de difraccion de rayos X del lote se muestra en la
Figura 8. El material mostraba una pequefia endoterma (8 J/g) con una temperatura de inicio de 230°C y la
endoterma principal con un inicio de 282,7°C (la superposicion DSC/TGA se muestra en la Figura 9). La pérdida de
peso observada usando TGA a 150°C era del 2,9% en peso.

Lactato

El patron de DRX de la sal lactato se muestra en la Figura 10, era menos cristalina que el aspartato o el clorhidrato.
Era un solido blanco. El termograma DSC revel6 una unica endoterma de fusiéon con una temperatura de inicio de
234°C y un valor de entalpia de 116 J/g. La muestra perdié aproximadamente 2,9% en peso a 150°C mediante TGA
tal y como se muestra en la Figura 11.

Maleato

El malato era un solido cristalino ligeramente blanquecino, el patron de DRX se muestra en la Figura 12. El
termograma DSC tenia una endoterma con una temperatura de inicio de 236,7°C y un calor de fusion de 93,9 J/g. El
termograma TGA indic6 una pérdida de peso a 150°C, de 2,3% en peso, pero la muestra comenzé a perder masa
aproximadamente a 150°C. El grafico de superposicion de termogramas DSC/TGA se muestra en la Figura 13.

Ejemplo 4 — Caracterizacion de sales a mayor escala

Después de la evaluacion inicial, se prepararon cantidades adicionales de cuatro sales (aspartato, clorhidrato,
lactato y maleato) para su posterior evaluacién. Estas sales se sometieron a aumento progresivo hasta
aproximadamente 400 mg para facilitar un ensayo adicional y determinar si las caracteristicas de los solidos eran
reproducibles. Los resultados de los analisis a mayor escala se resumen a continuacion.

Aspartato. El material producido en el lote a mayor escala se analizé6 mediante DRX, DSC, TGA, H-RMN y FTIR.

La superposiciéon DRX de la sal aspartato a mayor escala (trazo negro) con un lote a pequefia escala (azul) se
muestra en la Figura 14. Los datos de DSC/TGA para el aspartato a mayor escala se muestran en la Figura 15. La
Figura 16 muestra el grafico de la superposicion DSC de la muestra a pequefia escala con la muestra a mayor
escala. La muestra a mayor escala parece ser menos cristalina que la muestra a pequefia escala, a pesar de que la
maduracion adicional en agua se realizé para mejorar la cristalinidad. El termograma DSC muestra una Unica fusion
con un inicio de fusién anterior al de la muestra a pequefia escala, probablemente debido a la cristalinidad inferior.
La muestra tenia 1,7% en peso de compuestos volatiles.

El contenido en acido aspartico determinado por cromatografia de iones, era de aproximadamente 13,5% en peso,
algo menor que el valor tedrico para la monosal (17,6% en peso). Esto pudo haber contribuido a la menor
cristalinidad de la muestra.

El espectro de protones FT-NRM del aspartato se recogié y se muestra en la Figura 17. Los picos alifaticos
aspirados estaban superpuestos a los picos alifaticos de CYT-1010, de modo que la relacién molar no se pudo
determinar por RMN.

El espectro FTIR del aspartato a mayor escala, se muestra en la Figura 18.

Se realiz6 un analisis DVS de la sal aspartato a mayor escala. La sal aspartato puede formar un hemihidrato
después monohidrato con mayor humedad. El grafico de los datos de isoterma de sorcién de humedad y de la
cinética se muestran en la Figura 19. La forma del grafico de la isoterma dificulta tener seguridad de si forman
hidratos.

Los resultados de la solubilidad acuosa a pH 4, pH 7, pH 10 se muestran en la Tabla 10.
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Clorhidrato

La muestra a mayor escala de la sal clorhidrato mostraba el mismo patrén de DRX que en la evaluacion inicial
(véanse los graficos de superposicion DRX de las dos muestras en la Figura 20). El comportamiento térmico de
ambos lotes también era similar. Los termogramas DSC/TGA de la muestra a mayor escala estan en la Figura 21 y
una comparacion de los termogramas DSC de la muestra primaria y a mayor escala esta en la Figura 22. EI material
mostraba una endoterma baja (10,2 J/g) con una temperatura de inicio de 231,3°C y la endoterma principal con un
inicio de 285,9°C. La muestra habia perdido 2,6% en peso de compuestos volatiles a 150°C.

La microscopia de fase caliente del clorhidrato no revelé cambios en la morfologia de las particulas hasta la fusion,
lo que se observd a aproximadamente 280°C. La evolucion de las burbujas era evidente a 108°C y de nuevo a
230°C.

El espectro RMN de los protones (Figura 23) sugiere que la estequiometria de la sal es de aproximadamente 1:1. El
espectro FTIR de la sal clorhidrato a mayor escala se muestra en la Figura 24.

La CI se utilizé para evaluar el contenido en cloruro de la sal a mayor escala. La Cl indicaba que el contenido en
cloruro era de 5,2% en peso (tedrico 5,5% en peso).

El andlisis DVS sugiri6 una formacion de hidratos reversible con 5% de HR (Figura 25). Teniendo en cuenta la
absorcion de agua de aproximadamente 2,5% en peso, esto implicaria formas monohidrato (2,7% en peso de agua
tedrico).

Una muestra de HCI se almacent a 25°C y 75% de HR durante una semana y luego se volvié a pesar, no se
observé un aumento de peso. La muestra expuesta se analizd6 mediante TGA para comprobar el perfil térmico
después de la exposicién de la muestra a humedad. No mostré ninguna pérdida de peso adicional debido a la
humedad. Una comparacion de los termogramas TGA antes y después de la exposicion a la humedad, se muestra
en la Figura 26.

Una suspension de la sal clorhidrato en agua se llevo a cabo agitando con un exceso de sal HCI en agua, sobre una
placa agitadora durante aproximadamente una semana. La suspension se filtré y la torta humeda se analizd
mediante DRX para comprobar los cambios estructurales. Los patrones de DRX de las muestras antes y después de
la suspension eran esencialmente los mismos (Figura 27), lo que sugiere que el patron de DRX representa
probablemente la forma monohidrato del material.

Los datos de la estabilidad de la sal clorhidrato se describen a continuacion.
Los resultados de solubilidad acuosa a pH 4, pH 7 y pH 10 se muestran en la Tabla 10.
Lactato

La muestra a mayor escala de la sal lactato era cristalina y tenia el mismo patrén de DRX que en la evaluacion
inicial. Los perfiles térmicos también eran similares (véanse los graficos de superposicion DRX de las dos muestras
en la Figura 28 y los datos DSC/TGA para la muestra a mayor escala en la Figura 29). El termograma DSC de la
muestra a mayor escala tenia una endoterma de fusion con una temperatura de inicio de aproximadamente 237,5°C
y un valor de entalpia de 143 J/g. Los compuestos volatiles totales mediante TGA eran 1,7% en peso a 150°C. Una
comparacion de los termogramas DSC de la muestra primaria y a mayor escala se muestra en la Figura 30.

La estequiometria de la monosal se evalu6 usando cromatografia de iones (Cl). La muestra contenia
aproximadamente 9,8% en peso de acido lactico, lo que es menor que el resultado tedrico esperado (12,6% en
peso). Para determinar por qué era inferior, una solucién de acido lactico utilizada para la preparacion de sales
(Fisher, ensayo 88,3%) fue analizada mediante Cl y el valor del ensayo se determin6 que era solamente 76,8% en
peso frente a la ficha técnica de 88,3% en peso.

Los espectros RMN y FTIR del lactato a mayor escala estan en la Figura 31 y la Figura 32, respectivamente. El pico
de metina en ~4,0 ppm se integraba en 1,23. Esto indicaria que la relacién molar es de aproximadamente 1 a 1 (una
monosal).

El analisis DVS indicaba una absorcién de agua no estequiométrica de 1 a 3% en peso con un intervalo de 0-70% de
HR y hasta 6% en peso con 90% de HR (Figura 33). Dada la forma suave de la curva, no era posible deducir si esta
absorcion representa la formacion de hidratos o no.

Los resultados de la solubilidad acuosa a pH 4, pH 7 y pH 10 se muestran en la Tabla 10.
Maleato

La muestra a mayor escala de la sal maleato era cristalina. Los patrones de DRX del escrutinio primario y las sales
malato a mayor escala eran muy similares, como se puede observar en la Figura 34.
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El termograma DSC mostraba el mismo comportamiento térmico que en la evaluacion inicial. La pérdida de peso
observada a 125°C era de ~2% en peso. Después de un secado adicional, el contenido en compuestos volatiles era
1,5% en peso. El gréafico de la superposicion DSC/TGA del maleato a mayor escala se muestra en la Figura 35. Una
comparacion de los termogramas DSC de las muestras primarias y a mayor escala se muestra en la Figura 36. Los
termogramas muestran una repetibilidad adecuada.

La estequiometria de la monosal se evalu6 usando cromatografia de iones (Cl). La muestra contenia
aproximadamente 14,0% en peso de acido maleico, que esta cerca al valor tedrico de 15,7% en peso.

El espectro H-RMN del maleato se muestra en la Figura 37. El espectro FTIR de la sal maleato a mayor escala esta
en la Figura 38.

El analisis DVS (Figura 39) indicaba la absorcién de agua no estequiométrica de aproximadamente 3,5% en peso en
el intervalo de 0-95% de HR. Si se formaba un hidrato o no, realmente no se pudo deducir a partir de estos datos.

Los resultados de la solubilidad acuosa a pH 4, pH 7 y pH 10 se muestran en la Tabla 10.
Ejemplo 5 — Estabilidad de las sales a mayor escala

Las sales aspartato, clorhidrato, lactato y maleato a mayor escala junto con la base libre se analizaron por duplicado
mediante normalizacion del area total (TAN) para determinar sus perfiles de impurezas. Las sales se sometieron a
estrés en estado solido utilizando calor, luz y atmdsfera de oxigeno puro para determinar si las formas salinas
mostraban diferentes caracteristicas de estabilidad quimica. Las sales también se sometieron a estrés en solucién
utilizando calor.

Las muestras se prepararon con una concentracion de base libre de 0,3 mg/mL. El diluyente para todas las
preparaciones de muestras era 90:10 de acetonitrilo:agua con 0,1% de TFA. Todas las soluciones se sometieron a
ultrasonidos durante al menos cinco minutos antes del analisis. El analisis se realizé durante cuatro dias. El perfil de
impurezas de la base libre, como se muestra en la tabla a continuacién, era coherente durante este tiempo.

Perfil de impurezas de la base libre CYT-1010'

Forma 0,89 0,92 0,95 1,02 1,03 1,14 1,18
Dia 1 de la base libre 0,09 0,05 ND 0,53 0,16 ND ND
Dia 2 de la base libre 0,12 0,06 ND 0,51 0,13 ND ND
Dia 3 de la base libre 0,13 0,07 ND 0,53 0,18 ND ND

"Perfil de impurezas un promedio de las tres primeras inyecciones de las inyecciones de base libre WI
Estabilidad de la solucion

Las caracteristicas de la estabilidad de la soluciéon se evaluaron mediante la recopilacién de datos de HPLC en
soluciones almacenadas en viales sellados durante dos semanas, a aproximadamente 25 y 40°C. La solucion de
almacenamiento consistia en 90:10 de acetonitrilo:agua con TFA al 0,1%, que es el diluyente para el ensayo de
HPLC. La Tabla 6 resume los resultados de los analisis de HPLC de estos experimentos.

Tabla 6. Resultados de la estabilidad de la solucion

Sal Tiempo cero (% de area) 2 semanas a 25°C (% de area) 2 semanas a 40°C ((% de area)
Base libre 99,2 98,6 98,7
L-aspartato 99,1 98,6 98,6
Maleato 96,2 96,7 97,2
Lactato 99,2 98,5 98,5
Clorhidrato 99,1 98,5 98,5
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Los datos de la estabilidad de la soluciéon para la base libre y tres de las cuatro sales, L-aspartato, lactato y
clorhidrato, mostraron una disminucion entre 0,6 y 0,7% del area a 25°C. Estos compuestos mostraron casi la misma
disminucion en el porcentaje de area a 40°C. Este comportamiento sugiere que los cambios de estos compuestos
eran debidos a la exposicion al diluyente y no al calor. Por otro lado, la sal maleato mostré un aumento de 0,5% del
area a 25°C y un aumento adicional de 0,5% del area a 40°C.

Estabilidad en estado sdlido

Las caracteristicas de la estabilidad en estado sélido se evaluaron mediante la recopilacién de datos de HPLC de las
muestras de sales almacenadas en viales sellados a 25 y 60°C, durante dos semanas. Los resultados de los analisis
de HPLC se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de la estabilidad en estado soélido

Sal Tiempo cero (% de area) 2 semanas a 25°C (% de area) 2 semanas a 60°C (% de area)
Base libre 99,2 98,8 98,7
L-aspartato 99,1 99,1 98,9
Maleato 96,2 96,2 89,1
Lactato 99,2 99,0 98,5
Clorhidrato 99,1 98,9 98,9

Los datos de la estabilidad térmica para las sales L-aspartato y maleato no mostraron cambios significativos en los
valores del ensayo después de una exposicion a 25°C. Las sales lactato y clorhidrato solamente disminuyeron
ligeramente, una disminucién de 0,2% del area, mientras que la base libre disminuy6 0,4% del area a 25°C. La sal
clorhidrato no mostré una disminucion adicional en % de area a 60°C. La base libre disminuy6 ligeramente en % de
area y la sal lactato disminuy6 0,5% de area a 60°C, en comparacion con los datos a 25°C. La sal maleato mostro
una disminucion significativa, 7,1% del area.

Fotoestabilidad

Las muestras de las cuatro sales candidatas se expusieron a fuentes de UV opcién 2 compatibles con ICH para
examinar su estabilidad con respecto a la luz a aproximadamente 25°C. También se analizaron los controles en
oscuridad para comparar. La Tabla 8 resume los resultados de los datos de HPLC sobre las muestras de
fotoestabilidad.

Tabla 8. Resultados del estrés de fotoestabilidad

Sal Tiempo cero (% de Control en oscuridad durante 2 Exposicion a UV durante 2 semanas
area) semanas (% de area) (% de area)

Base libre 99,2 99,0 98,9

L-aspartato 99,1 99,1 98,8

Maleato 96,2 96,3 96,3

Lactato 99,2 99,0 98,6

Clorhidrato 99,1 99,1 99,0

Los datos de la fotoestabilidad de dos de las cuatro sales no mostraron cambios significativos en los valores del
ensayo después de la exposicion. La sal lactato mostré el mayor cambio en el % de area, una disminucion de 0,6%
del area desde el tiempo cero hasta la exposicion, mientras que la base libre y la sal L-aspartato ambas
disminuyeron 0,3% del area desde el tiempo cero hasta la exposicion.

Estabilidad de la oxidacion
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Las muestras de las cuatro sales fueron expuestas a una atmosfera de oxigeno puro para examinar su estabilidad
con respecto a la oxidacion a 25°C. La Tabla 9 resume los resultados de los datos de HPLC sobre la fotoestabilidad.

Tabla 9. Resultados de la estabilidad frente a la oxidacion

Sal Tiempo cero (% de area) 2 semanas de oxidacion (% de area)
Base libre 99,2 97,7
L-aspartato 99,1 98,8
Maleato 96,2 95,8
Lactato 99,2 98,8
Clorhidrato 99,1 98,7

Los datos de la estabilidad oxidativa para la base libre tenian el mayor cambio con una disminucién del 1,5% del
area. Las cuatro sales mostraron una disminucién entre 0,3 y 0,4% de area.

Ejemplo 6 - Solubilidad de las sales a mayor escala

Las mediciones de la solubilidad se realizaron a temperatura ambiente en tampon a pH 4 (tampon biftalato de
potasio 0,05 molar), tampdén a pH 7 (tampodn fosfato de potasio mono basico-hidroxido de sodio 0,05 molar) y tampoén
a pH 10 (tampdn carbonato de potasio-hidréxido de potasio 0,05 molar). Se probaron dos metodologias. Una técnica
visual y el analisis por HPLC se utilizaron para determinar las solubilidades.

Mediante la técnica visual, las solubilidades de las cuatro sales y de la base libre en tampones a pH 4, 7 y 10 eran
menores que 0,05 mg/ml.

Los resultados de las determinaciones de la solubilidad mediante HPLC se muestran en la Tabla 10. Los datos de la
HPLC se recogieron sobre soluciones almacenadas en viales sellados, durante aproximadamente una semana a
25°C a pH 4, pH 7 y pH 10. Las porciones de estas soluciones se filtraron con un filtro de Teflon de 0,45 micras
antes del analisis HPLC. Los resultados se calibraron con una curva de calibracién de seis puntos que iba desde
0,12 a 0,003 mg/ml. Se utilizaron las mismas condiciones de HPLC que se han indicado anteriormente, excepto que
el volumen de inyeccion se aumenté a 10 pl.

Tabla 10: Solubilidad de las sales en tampones acuosos

Resultados a pH - mg/ml

Sal pH 4 pH7 pH 10
Base libre ND <0,003 0,006
L-aspartato ND <0,003 0,007
Maleato ND <0,003 0,007
Lactato ND <0,003 0,007
Clorhidrato ND <0,003 0,006

El comportamiento de la solubilidad era similar en los cinco compuestos porque la solubilidad aumenté con el
aumento del pH.

Ejemplo 7 - Perfiles de impurezas con HPLC

Tiempo cero. Se hicieron algunas observaciones en relacion con el perfil de impurezas con HPLC de las muestras
de base libre y de sales. En primer lugar, las impurezas a (tiempo de retencion relativo) 0,89, 0,92, 1,02 y 1,03 se
detectan en las preparaciones de muestras a tiempo cero de la base libre y de las cuatro sales. La mayor de estas
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cuatro impurezas es la impureza a TRR 1,02, que esta entre 0,4 y 0,5% del area en los cinco compuestos. La sal
maleato también tiene un pico de impurezas muy elevado en el tiempo cero (2,7% del area) a TRR 1,14. Por tanto,
la sal maleato tiene un % de area de pureza relativamente bajo de 96% del area. Los datos del perfil de impurezas a
tiempo cero se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Perfil de impurezas a tiempo cero

Impurezas a TRR

Sal 0,87 0,89 0,92 0,95 1,02 1,03 1,14 1,18
Base libre ND 0,09 0,05 ND 0,53 0,16 ND ND
L-aspartato ND 0,05 0,09 0,07 0,46 0,10 0,12 <0,03
Maleato ND 0,11 0,13 0,16 0,40 0,18 2,67 0,11
Lactato ND 0,04 0,08 0,10 0,49 0,13 ND <0,03
Clorhidrato <0,03 0,04 0,08 0,19 0,49 0,09 ND ND

Ejemplo 8 - Estabilidad
Estabilidad de la solucion

Los datos de la estabilidad de la soluciéon para la base libre y tres de las cuatro sales, L-aspartato, lactato y
clorhidrato, mostraron una disminucion entre 0,6 y 0,7% del area a 25°C y 60°C. En todas las soluciones de
estabilidad, incluyendo el maleato, aparecié un nuevo pico de impurezas a TRR 0,21 que es de 0,5 a 0,6% del area
de tamafo. Este pico es Unico para las muestras de estabilidad de la solucién. Otra diferencia se observa con la sal
maleato. El pico a TRR 1,14 disminuye desde un valor de tiempo cero de 2,7% a 1,7% del area a 25°C en solucién y
a 1,1% del area a 40°C en solucion. Este es el mismo pico de impurezas que aumenta el 10% del area en la muestra
de maleato en estado sélido a 60°C. Los datos del perfil de impurezas de la estabilidad de la solucidon se muestran
en las Tablas 12y 13.

Tabla 12: Estabilidad de la solucién a 25°C Perfil de impurezas

Impurezas a TRR

Sal 0,21 0,89 0,92 0,95 0,98 1,02 | 1,03 1,14 1,18
Base libre 0,50 0,06 0,04 0,06 ND 0,53 | 0,18 ND ND
L-aspartato 0,52 ND 0,08 0,12 ND 0,48 | 0,16 0,07 ND
Maleato 0,62 0,04 0,09 0,18 ND 0,42 | 0,16 1,71 0,07
Lactato 0,59 0,05 0,11 0,14 ND 0,49 | 0,15 ND ND
Clorhidrato 0,59 ND 0,04 0,21 0,50 | 0,14 ND ND

Tabla 13: Estabilidad de la solucién a 40°C Perfil de impurezas

Impurezas a TRR

Sal 0,21 0,89 092 | 0,95 0,98 1,02 | 1,03 | 1,14 | 1,18 1,32 2,39
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Base libre 0,50 0,04 ND 0,03 ND 0,51 0,18 ND ND ND ND
L-aspartato 0,58 <0,03 0,07 | 0,13 <0,03 0,47 | 0,15 ND ND ND ND
Maleato 0,57 0,06 0,07 | 0,27 <0,03 043 | 0,15 | 1,14 | 0,05 ND 0,03
Lactato 0,62 0,04 0,04 | 0,14 <0,03 0,50 | 0,16 ND ND <0,03 <0,03
Clorhidrato 0,57 ND ND 0,23 0,03 0,51 0,15 ND ND ND 0,03

Estabilidad en estado sdlido

Para las muestras de estabilidad en estado sélido, la base libre a 25°C y el maleato a 60°C mostraron el mayor
cambio en el perfil de impurezas, como se muestra en las siguientes tablas. Para la base libre a 25°C, las impurezas
a TRR 0,89 y 0,92 mostraron el mayor incremento, en comparacién con los datos a tiempo cero. Para la sal maleato
a 60°C, el pico de TRR 1,14 aumenta desde 2,7% a 10% del area, mientras que la impureza a TRR 1,02 se redujo
de 0,5% del area a un nivel no detectable.

Fotoestabilidad

Para las muestras de fotoestabilidad, la sal lactato mostré el mayor cambio en el perfil de impurezas. En el control de
oscuridad, las impurezas a TRR 0,89 y 0,92 se incrementaron en comparacion con los datos a tiempo cero, mientras
que en el fotoexpuesto, las impurezas a TRR 0,92 y 0,95 aumentaron significativamente.

Estabilidad oxidativa

Para las muestras de oxidacion, la base libre mostré el mayor cambio en el perfil de impurezas, como se muestra en
la Tabla 14. Las impurezas a TRR 0,89 y 0,92 mostraron el mayor incremento, en comparacion con los datos a
tiempo cero. Estas dos impurezas también aumentaron en todas las sales.

Tabla 14: Perfil de impurezas con oxidacion

Impureza a TRR

Sal 0,87 0,89 0,92 0,95 0,98 1,02 1,03 1,14 1,18
Base libre' 0,04 0,30 0,20 0,04 ND 0,53 0,20 ND ND
L-aspartato ND 0,12 0,14 0,09 ND 0,48 0,16 0,09 <0,03
Maleato. 0,04 0,36 0,27 0,21 ND 0,38 0,15 2,70 0,12
Lactato <0,03 0,24 0,20 0,13 ND 0,49 0,15 ND <0,03
Clorhidrato 0,05 0,18 0,16 0,22 ND 0,52 0,18 ND ND

"Diferentes perfiles de impurezas para las dos preparaciones de muestras
Morfologia de sales a mayor escala

Se evalud la morfologia de las particulas de las cuatro sales a mayor escala. Particulas de aspartato, clorhidrato y
maleato tenian una forma irregular, laminadas y no parecian birrefringentes. Las particulas de lactato parecian mas
grandes y no tan delgadas como las otras sales (véase la Figura 40).

Ejemplo 9 — Propiedades de las sales a mayor escala

. Se realiz6 un aumento progresivo (sobre una escala de 300 mg) de cuatro sales: aspartato, lactato, maleato
y clorhidrato. Las sales HCl y aspartato se analizaron por DRX, DSC, TGA.

. Una superposicion DRX de la sal a mayor escala (rojo) con un lote a pequefia escala (negro) se encuentra
en la Figura 41. Los datos DSC/TGA para el HCI a mayor escala estan en la Figura 42, la Figura 43 muestra la
superposicion DSC con una muestra a pequefia escala. Tanto los datos de DRX como DSC eran compatibles con la
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muestra a pequefia escala. La sal estaba relativamente seca: la cantidad de compuestos volatiles detectados para
HCI era de 2,6%.

. La superposicion DRX de la sal a mayor escala (negro) con un lote a pequefia escala (azul) se encuentra
en la Figura 44. Los datos DSC/TGA para el aspartato a mayor escala estan en la Figura 45, la Figura 46 muestra la
superposicion DSC con una muestra a pequefia escala. La muestra a mayor escala parece ser menos cristalina que
la muestra a pequefia escala, a pesar de que la maduraciéon adicional en agua se realizé para mejorar la
cristalinidad. DSC muestra una sola fusién con un inicio de fusion mas temprano que la muestra a pequefa escala,
probablemente debido a la reduccion de la cristalinidad. La muestra tenia 1,7% en peso de compuestos volatiles.

Realizaciones numeradas

La descripcion se describe a continuacion haciendo referencia a las siguientes realizaciones numeradas. El alcance
de la invencién esta definido por las reivindicaciones.

1. Una sal de péptido en donde el péptido tiene una secuencia seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 1-26 y la sal se
selecciona entre el grupo que consiste en maleato, clorhidrato, lactato y aspartato.

2. La sal de péptido, de acuerdo con la realizacion 1, en donde el péptido es SEQ ID NO: 13.
3. La sal de péptido, de acuerdo con la realizacién 2, en donde la sal es la sal clorhidrato.

4. Una composicion farmacéutica que comprende una sal de péptido en donde el péptido tiene una secuencia
seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 1-16 y la sal se selecciona entre el grupo que consiste en maleato, clorhidrato,
lactato y aspartato.

5. La composicion farmacéutica, de acuerdo con la realizaciéon 4, en donde el péptido es SEQ ID NO: 13.
6. La composicion farmacéutica, de acuerdo con la realizacion 5, en donde la sal es la sal clorhidrato.

7. Una sal de péptido para uso en un método para tratar una afeccion que esta modulada por la actividad del
receptor de opioides [, en donde dicho método comprende administrar a un paciente que requiera tal tratamiento,
una sal de péptido en donde el péptido tiene una secuencia seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 1-26 y la sal se
selecciona entre el grupo que consiste en maleato, clorhidrato, lactato y aspartato.

8. La sal de péptido para uso en un método, de acuerdo con la realizacién 7, en donde el péptido es SEQ ID NO:
13.

9. La sal de péptido para uso en un método, de acuerdo con la realizacion 8, en donde la sal es la sal clorhidrato.

10. La sal de péptido para uso en un método, de acuerdo con la realizaciéon 7, que se utiliza para proporcionar
analgesia o para tratar una afeccion seleccionada a partir del grupo que consiste en trastornos gastrointestinales,
inflamacion y dependencia de drogas.
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REIVINDICACIONES

1. Una sal de péptido en donde el péptido es SEQ ID NO: 13 y en donde la sal es acetato.
2. Una composicién farmacéutica que comprende la sal acetato de SEQ ID NO: 13.
3. Una sal de péptido segun la reivindicacion 1, para uso en el tratamiento de una afeccidén que esta modulada

por la actividad del receptor opioide p.

4. La sal de péptido segun la reivindicacion 3, que se emplea para proporcionar analgesia o para tratar una
afeccion seleccionada a partir del grupo que consiste en trastornos gastrointestinales, inflamacién y dependencia de

drogas.
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