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DESCRIPCION
Sal sédica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida
Campo técnico

La presente invencion se relaciona con un cristal de sal sédica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida (a la que
en adelante se hara referencia como "Compuesto A"), una preparacion inyectable que la contiene y un
procedimiento para la misma.

Técnica anterior

Actualmente, el virus de la influenza H1N1 ha causado una pandemia a nivel mundial y se teme que se pueda
producir una pandemia por un virus mas virulento en el futuro.

Actualmente, como agentes terapéuticos para la influenza, se emplean, v.g., Oseltamivir, Zanamivir, Peramivir,
Laninamivir y Amantadina. Sin embargo, estos agentes terapéuticos tienen, por ejemplo, los siguientes
inconvenientes. El oseltamivir no puede ser administrado a pacientes que tienen dificultad para la administracion
oral. Es dificil administrar zanamivir a nifios y personas de edad. Se tarda mucho en administrar peramivir. La
amantadina es ineficaz frente al virus de la influenza de Tipo B y han surgido virus resistentes. El laninamivir es un
farmaco inhalatorio, lo que no resulta adecuado para pacientes con demencia y con una enfermedad grave, y es
dificil de administrar a nifos.

Se ha deseado disponer de otro agente terapéutico superior para la influenza. En particular, se ha deseado disponer
de una inyeccion que pueda ser administrada a pacientes que presentan dificultad para la administracion oral, a
nifios y a personas de edad.

Mientras tanto, se han publicado muchos informes sobre métodos para mejorar la solubilidad de compuestos
medicamentosos en agua. Por ejemplo, se conoce un método para mejorar la solubilidad en agua cambiando el
estado de un compuesto medicamentoso insoluble en agua a un estado amorfo. En general, un estado amorfo de un
compuesto exhibe una mayor solubilidad en agua que un estado cristalino del mismo (Documento de patente 1).

El Compuesto A o una sal del mismo tiene una actividad antivirica superior y es Util como agente terapéutico para la
infeccion virica (Documento de patente 2). Sin embargo, el Compuesto A tiene una baja solubilidad en agua, y, por
lo tanto, alin no se conoce una inyeccién de Compuesto A o una sal del mismo.

Los presentes inventores prepararon una solucién acuosa de una sal sédica de Compuesto A utilizando hidréxido de
sodio, generalmente empleado como base, y produjeron entonces una preparacion liofilizada segun un método
comun, para mejorar la solubilidad en agua del Compuesto A. La sal sddica del Compuesto A obtenida mediante
este procedimiento era un polvo seco amorfo, por lo que se esperaba una rapida disolucion del mismo en agua. Sin
embargo, contrariamente a lo esperado, la preparacion liofilizada obtenida era una torta liofilizada con escasa
solubilidad y necesitaba mucho tiempo para disolverse. Para describirlo mas especificamente, cuando se afiadia un
solvente a la preparacion liofilizada, la torta liofilizada cambiaba a una substancia de masa escasamente soluble que
tardaba mucho tiempo en disolverse. La preparacion liofilizada amorfa de una sal sédica del Compuesto A era una
preparacion que necesitaba mucho tiempo para disolverse y era dificil de manejar, con una pérdida significativa de
conveniencia en el uso.

Mientras tanto, como método para preparar una preparacion liofilizada, se conoce un procedimiento que tiene una
etapa de recocido. Sin embargo, el efecto de la etapa de recocido sobre la solubilidad de una preparacion liofilizada
difiere dependiendo de las substancias. Por lo tanto, se han realizado estudios a modo de prueba y error
(Documento no de patente 1).

Referencias de la técnica anterior
Documentos de patente
Documento de patente 1: JP 3413406

Documento de patente 2: Folleto de la Publicacién Internacional N° WO 00/10569
Documento no de patente 1: Development of medicinal drug, Vol. 11, pagina 393, 2000
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Divulgacion de la invencion
Problema que la invencién ha de resolver

Se necesita desarrollar una preparacion inyectable de Compuesto A o de una sal del mismo con una solubilidad
superior.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han realizado estudios de una manera intensiva con objeto de conseguir el anterior deseo.
Como resultado de ellos, han visto que

(1) la solubilidad de una sal soédica de Compuesto A (a la que de aqui en adelante se hara referencia como "Sal
A") en agua es elevada,

(2) la velocidad de disolucion de un cristal de Sal Ay la velocidad de disolucion de un cristal molido de Sal A son
significativamente altas y

(3) una preparacion que contiene un cristal de Sal A y/o un cristal molido de Sal A es superior en cuanto a
solubilidad.

Mas especificamente, se puede producir un cristal de Sal A precipitando un cristal de una solucién de Sal A. El
cristal tiene una elevada solubilidad y una velocidad de disolucion significativamente alta en agua. Por lo tanto, una
preparacion que contiene un cristal de Sal A es superior en cuanto a solubilidad y es util como preparacion
inyectable.

Ademas, un cristal molido de Sal A tiene una elevada solubilidad y una velocidad de disolucién significativamente
alta en agua. Por lo tanto, una preparacion que contiene un cristal molido de Sal A es superior en cuanto a
solubilidad y es util como preparacion inyectable.

Se conoce un método de llenado con polvo como técnica para llenar un vial, etc. con un polvo. Sin embargo, en un
método de llenado con un polvo, es dificil controlar con precision el contenido del llenado, y se produce con facilidad
contaminacién con cuerpos extrafios diminutos, en comparacién con un método que divide una soluciéon en
pequefias porciones. Por estas razones, como procedimiento para producir una inyeccion sélida, el procedimiento
mas fiable es un procedimiento de liofilizacién.

Como resultado de estudios intensivos, los presentes inventores han visto que se puede producir una preparacion
liofilizada de un cristal de Sal A que tiene una velocidad de disolucidon significativamente alta en un tiempo de
cristalizacion corto controlando el rango de concentracion, el rango de pH y el rango de temperatura (temperatura de
cristalizacion) en una etapa de aumento de temperatura tras la congelacion primaria en la liofilizacion de una
solucién acuosa de Sal A que ha de ser sometida a liofilizaciéon. Mas especificamente, se puede producir un cristal
de Sal A disponiendo de una etapa de aumento de la temperatura tras la congelacion primaria de la liofilizacion. El
cristal resultante tiene una elevada solubilidad en agua y una velocidad de disolucion significativamente alta, incluso
aunque no esté molido. Por lo tanto, la preparacion que contiene el cristal es superior en cuanto a solubilidad y es
util como preparacion inyectable.

Como resultado de estudios intensivos realizados repetidamente, los presentes inventores han visto que se puede
producir otra preparacion liofilizada superior afiadiendo aditivos a una solucién acuosa de Sal A que ha de ser
sometida a liofilizacién. De esa manera, se ha conseguido la presente invencion.

Mientras tanto, se sabe que un estado cristalino cambia a un estado amorfo cuando se elimina agua del cristal de un
hidrato (Yu L., Advanced Drug Delivery Reviews, Vol. 48, pagina 29, 2001).

Sin embargo, el cristal de Sal A de la presente invencion no cambia a un estado amorfo incluso aunque se aplique
una operacién de deshidratacion durante la liofilizaciéon. Ademas, una preparacion liofilizada de Sal A de la presente
invencion tiene una velocidad de disolucion significativamente superior y una estabilidad mucho mayor en
comparacion con la preparacion liofilizada amorfa.

Se puede producir una preparacion liofilizada superior de un cristal de Sal A segun el procedimiento de la presente
invencion. La preparacion liofilizada puede ser facilmente mantenida en condiciones asépticas y de manera que se
puedan eliminar facilmente de ella los cuerpos extrafios insolubles. Por lo tanto, la preparacion liofilizada es una
inyeccion superior en cuanto a usabilidad.

Mas concretamente, la presente invencion es como sigue:
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1. Un cristal de Sal A o un hidrato de la misma. Este cristal tiene una elevada solubilidad en agua y una velocidad
de disolucion significativamente alta.

2. Una preparacion inyectable que contiene un cristal de Sal A o un hidrato de la misma. La preparacion
inyectable es superior en cuanto a solubilidad.

3. Una preparacion liofilizada que contiene un cristal de Sal A. La preparacion liofilizada es superior en cuanto a
solubilidad.

4. Un procedimiento para producir una preparacion liofilizada que contiene un cristal de Sal A, que incluye las
siguientes etapas: (1) enfriar una solucién acuosa que contiene Sal A para producir un producto congelado, (2)
aumentar la temperatura del producto congelado, (3) volver a enfriar el producto congelado y (4) llevar a cabo la
liofilizacion. El procedimiento puede producir una preparacion liofilizada de un cristal de Sal A que tiene una
velocidad de disolucion significativamente alta en un tiempo corto de cristalizacion.

5. El procedimiento segun el punto 4 anterior, donde la temperatura del producto congelado es de -15 a -5°C en
la etapa de aumento de la temperatura del producto congelado. Fijando la temperatura del producto congelado
para que esté dentro del rango de -15 a -5°C, se puede producir otra preparacion liofilizada superior de un cristal
de Sal A.

Ventajas de la invencion

Un cristal de Sal A de la presente invencion es superior en cuanto a solubilidad en agua y es util como substancia
farmacologica de una preparacion inyectable.

Ademas, una preparaciéon que contiene un cristal de Sal A de la presente invencién es util como preparacion
inyectable que es superior en cuanto a solubilidad y estabilidad.

Mas aun, el procedimiento para producir un cristal de Sal A de la presente invencién es Gtil como procedimiento para
producir una preparacion liofilizada de un cristal de Sal A que es superior en cuanto a solubilidad y estabilidad.

Modo de realizacion de la invencion

De aqui en adelante, se describira la presente invencién con detalle.

Se puede producir el Compuesto A mediante un método descrito, por ejemplo, en el Documento de patente 2. El
Compuesto A tiene un tautdémero: 6-fluoro-3-oxo-3,4-dihidro-2-pirazinocarboxamida. Este tautémero esta incluido en

la presente invencion.

Se puede producir un cristal de Sal A de la presente invencién y una preparacion inyectable que contiene un cristal
de Sal A, por ejemplo, segun los siguientes procedimientos.

Procedimiento 1: Cristal de hidrato 1 de la Sal A

Se puede producir un cristal de hidrato 1 de la Sal A afiadiendo Compuesto A y base a agua, calentando la mezcla
para disolverlos, afiadiendo 2-propanol y recogiendo el cristal precipitado por filtracion.

La cantidad de agua es satisfactoriamente de 1 a 50 veces (v/p), y preferiblemente de 5 a 10 veces (v/p), la del
Compuesto A.

Como ejemplos de base, se incluyen hidroxido de sodio, carbonato de sodio e hidrégeno carbonato de sodio.

La cantidad de base es satisfactoriamente de 1,0 equivalente o mas, y preferiblemente de 1,0 a 1,5 equivalentes, de
Compuesto A.

La temperatura de la reaccién con la base es satisfactoriamente de 30 a 100°C, y preferiblemente de 40 a 80°C.

La cantidad de 2-propanol es satisfactoriamente de 5 a 100 veces (v/p), y preferiblemente de 10 a 30 veces (v/p), la
del Compuesto A.

Se puede producir una preparacion inyectable llenando un vial, etc. con el cristal de hidrato 1 de la Sal A y/o el cristal
molido de hidrato 1 de la Sal A asi obtenido.

Procedimiento 2: Cristal de hidrato 2 de la Sal A

Se puede producir un cristal de hidrato 2 de la Sal A afiadiendo Compuesto A y base a agua, disolviendo la mezcla,
enfriando la solucion acuosa y recogiendo el cristal precipitado por filtracion.
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La cantidad de agua es satisfactoriamente de 1 a 50 veces (v/p), y preferiblemente de 5 a 20 veces (v/p), la del
Compuesto A.

Como ejemplos de base, se incluyen hidroxido de sodio, carbonato de sodio e hidrogeno carbonato de sodio.

La cantidad de base es satisfactoriamente de 0,8 a 2 equivalentes, y preferiblemente de 0,9 a 1,1 equivalentes, de
Compuesto A.

La temperatura de la reaccién con la base es satisfactoriamente de 0 a 100°C, y preferiblemente de 5 a 40°C.

La temperatura de enfriamiento de la operacion de cristalizacion es satisfactoriamente de 0 a 20°C, y
preferiblemente de 0 a 5°C.

Se puede producir una preparacion inyectable llenando un vial, etc. con el cristal de hidrato 2 de la Sal A y/o el cristal
molido de hidrato 2 de la Sal A asi obtenido.

Procedimiento 3: Cristal de Sal A anhidrato

Se puede producir un cristal de Sal A anhidrato dejando que un cristal de hidrato 2 de la Sal A repose a una
temperatura de -20 a 60°C a presion reducida.

El tiempo de reposo es satisfactoriamente de 0,5 a 120 horas, y preferiblemente de 1 a 72 horas.

El grado de reduccion de la presion no esta particularmente limitado; sin embargo, es satisfactoriamente de 100 Pa o
inferior, y preferiblemente de 50 Pa o inferior.

De manera alternativa, se puede producir un cristal de Sal A anhidrato dejando que un cristal de hidrato 2 de la Sal A
repose bajo calentamiento.

La temperatura de calentamiento es satisfactoriamente de 30°C o superior, preferiblemente de 50°C a 300°C y mas
preferiblemente de 50°C a 150°C.

Se puede producir una preparacion inyectable llenando un vial, etc. con el cristal de Sal A anhidrato y/o el cristal
molido de Sal A anhidrato asi obtenido.

De manera alternativa, se puede producir una preparacion inyectable de una Sal A anhidrato triturando el cristal de
hidrato 2 de la Sal A y secandolo luego del mismo modo que como se ha mencionado anteriormente.

Procedimiento 4: Cristal de Sal A (liofilizacion)
(1) Primera etapa (etapa de congelacion primaria)
Se puede obtener un producto congelado congelando una solucion acuosa de Compuesto A y base.

La cantidad de agua es satisfactoriamente de 10 a 100 veces (v/p), y preferiblemente de 10 a 50 veces (v/p), la del
Compuesto A.

Como ejemplos de base, se incluyen hidréxido de sodio, carbonato de sodio e hidrégeno carbonato de sodio. Estos
pueden ser usados solos 0 como una mezcla de dos o mas tipos.

El pH de la solucién acuosa es satisfactoriamente de 4,0 a 10, y preferiblemente de 6,5 a 8,5.

La temperatura de la etapa de congelacion primaria es satisfactoriamente una temperatura de colapso o inferior, y
preferiblemente de -60 a -30°C.

El periodo de tiempo para la etapa de congelacion primaria es satisfactoriamente de 1 a 10 horas, y preferiblemente
de 2 a 5 horas.

(2) Segunda etapa (etapa de recocido)

Se aumenta la temperatura del producto congelado y se mantiene el producto congelado durante un tiempo
preestablecido (recocido) para permitir que la cristalizacion proceda para obtener un producto congelado cristalino.
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La temperatura a la cual no se produce descongelacion del producto congelado y procede la cristalizacion hasta el
punto en que el producto congelado mantiene un estado congelado puede ser satisfactoria en la etapa de recocido;
preferiblemente, es de -20 a -2°C, y mas preferiblemente de -15 a -5°C.

El periodo de tiempo para mantener la etapa de recocido es satisfactoriamente de 0,5 a 48 horas, y preferiblemente
de 1 a 24 horas.

(3) Tercera etapa (etapa de congelaciéon secundaria)
A continuacion, se enfria de nuevo el producto congelado cristalino.
La temperatura de la etapa de congelacion secundaria es preferiblemente de -60 a -30°C.

El periodo de tiempo para la etapa de congelacion secundaria es satisfactoriamente de 1 a 10 horas, y
preferiblemente de 1 a 5 horas.

(4) Cuarta etapa (etapa de liofilizacion)
A continuacion, se puede realizar un tratamiento de reduccién de la presién para producir una preparacion liofilizada.

Esta etapa puede ser realizada segun un método de liofilizacion habitualmente utilizado, por ejemplo, en dos etapas,
es decir, una etapa de desecacion primaria y una etapa de desecacion secundaria.

La etapa de desecacién primaria es llevada a cabo a presién reducida mientras se mantiene la temperatura del
producto en el punto eutéctico o por debajo de él; sin embargo, como la temperatura cae a medida que la humedad
se sublima del producto congelado, la temperatura prefijada del aparato puede ser el punto eutéctico o estar por
encima de él.

La temperatura del producto congelado es satisfactoriamente de -40 a -3°C, y preferiblemente de -30 a -5°C.
La temperatura prefijada del aparato es satisfactoriamente de -20 a 60°C, y preferiblemente de -10 a 50°C.

El grado de reducciéon de la presidon en la etapa de desecacion primaria no esta particularmente limitado; sin
embargo, es satisfactoriamente de 100 Pa o inferior, y preferiblemente de 50 Pa o inferior.

Al disminuir la cantidad de humedad sublimante, la velocidad de disminucién de la temperatura se ralentiza. Como
resultado, la temperatura del producto aumenta y se vuelve casi igual a la temperatura prefijada. Normalmente, en
este punto temporal, se determina que la etapa de desecacién primaria se ha completado.

A continuacién, se lleva a cabo la etapa de desecacién secundaria.

La etapa de desecacion secundaria es llevada a cabo a temperatura ambiente o superior, y preferiblemente a una
temperatura de 30 a 60°C.

En la etapa de desecacion secundaria, preferiblemente se aumenta el grado de reduccién de la presion con objeto
de acelerar la eliminacion de agua. El grado de reduccién de la presion es satisfactoriamente de 0,5 a 50 Pa, y
preferiblemente de 1 a 5 Pa.

La etapa de desecacién secundaria puede ser satisfactoriamente llevada a cabo hasta que la temperatura del
producto sea practicamente igual a la temperatura preestablecida y virtualmente no cambie la temperatura del
producto.

El patrén de difraccion de rayos X del polvo de un cristal de Sal A producido mediante el procedimiento era el mismo
que el patron de difraccion de rayos X del polvo de un cristal de Sal A anhidrato producido en el procedimiento 3. Es
decir, se puede producir una preparacion liofilizada de un cristal de Sal A anhidrato utilizando el procedimiento.

En el procedimiento para producir la preparacion liofiizada de la presente invencién, se puede realizar un
tratamiento de esterilizacion o similar de acuerdo con el procedimiento habitualmente empleado.

En el procedimiento de la presente invencion, ya que no se utilizan solventes organicos, la preparacion liofilizada no
tiene solvente residual.

La preparacion liofilizada de la presente invencién no es perjudicial para el organismo humano.
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A menos que se indique algo diferente, las condiciones de medicion de la difraccion de rayos X del polvo son las
siguientes.

Condiciones de medicion de la difraccion de rayos X del polvo:

Rayos X utilizados: CuKa
Voltaje aplicado: 40 kV
Corriente suministrada: 40 mA
Eje de barrido: 20

Rango de barrido: 26 = 2 a 40°

Los picos caracteristicos de la difraccion de rayos X del polvo varian a veces dependiendo de las condiciones de
medicion. En general, 20 tiene un margen de error de + 0.2°. Por consiguiente, "el angulo de difraccion de X°
representado por 20" se refiere a "un angulo de difraccion de ((X - 0,2) a (X + 0,2))° representado por 20".

El cristal de Sal A de la presente invencion incluye un cristal de hidrato 1, un cristal de hidrato 2 y un cristal de un
anhidrato. Ademas, se incluyen varias formas de cristales en el cristal.

Se pueden afadir aditivos a la preparacion liofilizada que contiene Sal A de la presente invencion para mejorar la
solubilidad.

El rango de temperatura de la etapa de recocido puede aumentar afiadiendo aditivos.

Como ejemplos de los aditivos, se incluyen aminoacidos, poliéteres, sacaridos, alcoholes de azucares, sales, urea,
etilurea, creatinina, amida del acido nicotinico, trometamol, lecitina de soja purificada, albumina de huevo,
seroalbumina bovina y polisorbatos. Estos pueden ser utilizados solos 0 como mezcla de dos o mas tipos.

Como ejemplos de los aminoacidos, se incluyen glicina, L-alanina, L-fenilalanina, L-valina, L-leucina, L-isoleucina,
taurina, DL-metionina, L-treonina, L-glutamina, L-glutamato de sodio, acetiltriptéfano y L-histidina. L-alanina, L-
fenilalanina, L-valina, L-leucina, L-isoleucina, taurina, DL-metionina, L-glutamina y L-histidina son mas preferibles, y
son mas preferibles aun L-leucina, L-isoleucina y L-valina.

Como ejemplos de los poliéteres, se incluyen polietilenglicol 300, polietilenglicol 400, polietilenglicol 600 y
polietilenglicol 4000. Es mas preferible el polietilenglicol 400.

Como ejemplos de los sacaridos, se incluyen trehalosa, maltosa, glucosa, lactosa, azicar blanca purificada,
fructosa, dextrano 40 y ciclodextrina. Es mas preferible el dextrano 40.

Como ejemplos de los alcoholes de azucares, se incluyen D-sorbitol, xilitol, inositol y D-manitol.

Como ejemplos de las sales, se incluyen acetato de sodio, lactato de sodio, L-tartrato de sodio, citrato de sodio,
salicilato de sodio, benzoato de sodio y caprilato de sodio.

Como ejemplos de los polisorbatos, se incluyen polisorbato 20 y polisorbato 80. Es mas preferible el polisorbato 80.
Como ejemplos de aditivos preferibles, se incluyen aminoacidos, poliéteres, sacaridos, urea y polisorbatos.

Ademas, en la primera etapa del procedimiento 4, se puede mejorar la solubilidad de una preparacion liofilizada
controlando el pH de una solucion acuosa de Compuesto A y base.

El pH de la solucion acuosa de Compuesto A y base es satisfactoriamente de 4,0 a 10, preferiblemente de 6,5 a 8,5
y mas preferiblemente de 6,5a 7,5.

Ademas, si es necesario, se pueden afiadir aditivos convencionales, tales como un osmorregulador, un regulador del
pH, un tampén, un solubilizador, un estabilizador, un surfactante, un agente calmante y/o un conservante, a la
preparacion de la presente invencion.

Como ejemplos del osmorregulador, se incluyen cloruro de sodio, glicerina y propilenglicol.
Como ejemplos del regulador del pH y/o del tampdn, se incluyen acidos, tales como acido clorhidrico, acido
fosforico, acido sulfurico, acido metanosulfénico, acido acético, acido lactico, acido maleico, acido citrico, acido

tartarico, acido ascorbico y acido benzoico; sales, tales como bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, dihidrégeno
fosfato de sodio, dihidrégeno fosfato de potasio, hidrogeno fosfato disédico, hidrogeno fosfato dipotasico, fosfato
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trisodico, citrato disédico, desoxicolato de sodio y sulfito de sodio; y bases, tales como hidréxido de sodio,
trometamol, monoetanolamina, dietanolamina, trietanolamina, L-arginina y L-lisina.

Como ejemplos del solubilizador, se incluyen Macrogol y lecitina de soja purificada.

Como ejemplos del estabilizador, se incluyen hidrégeno sulfito de sodio, pirosulfito de sodio, pirosulfito de potasio,
pirofosfato de sodio, tiosulfato de sodio, metasulfobenzoato de sodio, sulfoxilato de sodio y formaldehido,
etilendiamina, edetato de sodio, acido tioglicélico, gluconato de sodio, L-glutamato de potasio, L-lisina-L-glutamato,
condroitinsulfato de sodio, albumina, acido L-aspartico, L-cisteina y dibutilhidroxitolueno.

Como ejemplos del surfactante, se incluyen éster de sorbitan y acido graso, aceite de ricino hidrogenado
polioxietilenado, monolaurato de polioxietilensorbitan, polioxietilenpolioxipropilenglicol y polisorbato.

Como ejemplos del agente calmante, se incluyen lidocaina, procaina, meprilcaina y alcohol bencilico.

Como ejemplos del conservante, se incluyen cresol, fenol, paraoxibenzoato de metilo, paraoxibenzoato de etilo,
cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio.

En una preparacion inyectable de la presente invencion, la dosis de principio activo es apropiadamente determinada
segun la forma de dosificacion, la edad y el sexo del paciente, las condiciones de la enfermedad y otras condiciones;
sin embargo, normalmente se pueden administrar de 0,1 a 100 mg/kg a un adulto al dia.

En una preparacion inyectable de la presente invencion, el contenido en Compuesto A es de 10 a 6.000 mg, y
preferiblemente de 100 a 2.000 mg.

En una preparacion inyectable de la presente invencion, el contenido en aditivos que se afaden para mejorar la
solubilidad es del 0,1 al 100% (p/p), y preferiblemente del 3 al 50% (p/p) en relacion al contenido en Compuesto A.

Ejemplos

De aqui en adelante, se describira la presente invenciéon mostrando Ejemplos y Ejemplos experimentales; sin
embargo, la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Se midio el contenido en agua mediante el método de Karl Fischer.

Ejemplo 1

Se calent6 una suspension de Compuesto A (5,0 g) e hidrogeno carbonato de sodio (2,8 g) en agua (35 ml) y 2-
propanol (35 ml) hasta 76°C para su disolucion. Después de afadir 2-propanol (70 ml) gota a gota a 40°C, se enfrid
la mezcla hasta 5°C y se agitdé a la misma temperatura durante una hora. Se recogié una substancia sélida por
filtracién, para obtener un cristal amarillo de hidrato 1 de la Sal A (5,3 g).

Contenido acuoso: 5,5%.

Se disolvié el cristal obtenido (100,5 mg) en agua destilada (120 ml) y se realizd entonces una titulacion
potenciométrica usando 0,1 mol/l de acido clorhidrico. Como resultado, se obtuvo un cristal de sal monosédica.

Se muestra el resultado de la difraccion de rayos X del polvo del cristal en la Fig. 1 y la Tabla 1.

Se muestra el resultado del analisis termogravimétrico del cristal en la Fig. 4. El peso de agua (0,5 equivalentes)
disminuy6 a una temperatura de 136 a 201°C.
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[Tabla 1]
20 d Intensidad relativa
9,4 9,45 66
13,6 6,51 97
14,2 6,23 49
14,7 6,03 78
17,8 4,98 38
18,8 4,71 36
23,4 3,79 46
28,0 3,19 49
28,6 3,12 100
33,0 2,71 51
34,3 2,61 53

Ejemplo 2

Se triturd el cristal obtenido en el Ejemplo 1 para obtener un polvo. Se llené cada vial con el polvo (718 mg), para
obtener una preparacion inyectable.

Ejemplo 3

A una suspension de Compuesto A (51,4 g) en agua para inyeccion, se le afiadioé una solucion acuosa de 1 mol/l de
hidréxido de sodio y se agit6 la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvio a afiadir una solucion
acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadid a la solucién agua para inyeccion, para
obtener un volumen total de 600 ml. Se filtré después la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um, para
obtener una preparacion liquida (pH 8,5). Se enfrié la preparacion liquida hasta 0°C y se dejo reposar a la misma
temperatura durante cuatro dias. Se recogio una substancia sdlida por filtracion, para obtener un cristal amarillo de
hidrato 2 de la Sal A.

Se muestra el resultado de la difraccion de rayos X del polvo del cristal en la Fig. 2 y la Tabla 2.

Se muestra el resultado del analisis termogravimétrico del cristal en la Fig. 5y la Fig. 6.

Se realiz6 el analisis termogravimétrico con una velocidad de aumento de la temperatura de 5°C/min.

Se redujo el peso de agua (1,5 equivalentes) a una temperatura de 70 a 84°C (Fig. 5). Se redujo el peso de agua
(2,0 equivalentes) a una temperatura de 30 a 97°C, (Fig. 6).

Como resultado del analisis de rayos X de un cristal Unico, se vio que el hidrato 2 de la Sal A era un dihidrato.

[Tabla 2]
20 d Intensidad relativa
10,0 8,85 100
20,1 4,42 19
29,2 3,06 16
30,3 2.95 34
31,1 2,87 14
36,2 2,48 16

Ejemplo 4

Se triturd el cristal obtenido en el Ejemplo 3 para obtener un polvo. Se llené cada vial con el polvo (787 mg), para
obtener una preparacion inyectable.

Ejemplo 5

Se dejo que el cristal (400 mg) obtenido en el Ejemplo 3 reposara a 40°C a vacio (50 Pa o menos) durante 64 horas,
para obtener un cristal de un anhidrato.

Contenido acuoso: 0,18%.
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Se muestra el resultado de la difraccion de rayos X del polvo del cristal en la Fig. 3 y la Tabla 3.

[Tabla 3]
20 d Intensidad relativa
13,7 6,48 72
15,6 5,69 27
27,5 3,24 100
29,6 3,01 15
31,6 2,83 14
35,2 2,55 13

Ejemplo 6

A una suspension de Compuesto A (30,0 g) en agua para inyeccion, se le afiadié una solucién acuosa de 1 mol/l de
hidréxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvio a afiadir una solucion
acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadid a la solucién agua para inyeccion, para
obtener un volumen total de 400 ml. A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um
para obtener una preparacion liquida (pH 8,4). Se llené cada vial con la preparacion liquida (8 ml), se liofilizd y se
cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,31%.
El patrén de difraccion de rayos X del polvo de la preparacion liofilizada era idéntico al del Ejemplo 5.
Método de liofilizacion

1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.

2. Se aumenté la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -5°C y se mantuvieron los
viales a la misma temperatura durante 24 horas.

3. Se enfri6 la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -55°C o inferior y se mantuvieron
los viales a la misma temperatura durante 2 horas.

4. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 10°C a vacio (50 Pa o menos)
y se mantuvieron los viales a la misma presion y temperatura durante 30 horas.

5. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 20°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 2 horas.

6. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 40°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 12 horas.

Ejemplo 7

A una suspension de Compuesto A (30,0 g) en agua para inyeccion (180 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidréxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 400 ml. A continuacion, se filtro la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 8,4). Se llend cada vial con la preparacion liquida (8
ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,12%.
El patrén de difraccion de rayos X del polvo de la preparacion liofilizada era idéntico al del Ejemplo 5.
Método de liofilizacion

1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.

2. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -10°C y se mantuvieron los
viales a la misma temperatura durante 24 horas.

3. Se enfrid la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -55°C o inferior y se mantuvieron
los viales a la misma temperatura durante 2 horas.

4. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 10°C a vacio (50 Pa o menos)
y se mantuvieron los viales a la misma presion y temperatura durante 48 horas.

5. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 20°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 2 horas.
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6. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 40°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 20 horas.

Ejemplo 8

A una suspension de Compuesto A (30,0 g) en agua para inyeccion, se le afiadié una solucién acuosa de 1 mol/l de
hidroxido de sodio y se agit6 la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvio a afiadir una solucion
acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadid a la solucién agua para inyeccion, para
obtener un volumen total de 400 ml y se obtuvo una solucién (pH 8,5). A continuacion, se filtro la mezcla a través de
un filiro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida. Se llené cada vial con la preparacion liquida
(8 ml), se liofilizé y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un
cristal.

Contenido acuoso: 0,37%.
El patrén de difraccion de rayos X del polvo de la preparacion liofilizada era idéntico al del Ejemplo 5.
Método de liofilizacion

1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.

2. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -15°C y se mantuvieron los
viales a la misma temperatura durante 24 horas.

3. Se enfrid la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -55°C o inferior y se mantuvieron
los viales a la misma temperatura durante 2 horas.

4. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 10°C a vacio (50 Pa o menos)
y se mantuvieron los viales a la misma presion y temperatura durante 24 horas.

5. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 20°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 2 horas.

6. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 40°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 12 horas.

Ejemplo 9

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (420 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvio a afadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1.000 ml. A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se llend cada vial con la preparacion liquida (8
ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,08%.
El patrén de difraccion de rayos X del polvo de la preparacion liofilizada era idéntico al del Ejemplo 5.
Método de liofilizacion

1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.

2. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -10°C y se mantuvieron los
viales a la misma temperatura durante 24 horas.

3. Se enfrio la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -55°C y se mantuvieron los viales
a la misma temperatura durante 2 horas.

4. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 40°C a vacio (50 Pa o menos)
y se mantuvieron los viales a la misma presion y temperatura durante 70 horas.

Ejemplo 10

A una suspension de Compuesto A (46,2 g) en agua para inyeccion (1000 ml), se le afiadié una solucion acuosa de
1 mol/l de hidréxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afadir
una solucién acuosa de 1 mol/l de hidréxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadié a la solucién agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1848 ml. A continuacion, se filir6 la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 8,3). Se llené cada vial con la preparacion liquida
(24 ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un
cristal.
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Contenido acuoso: 0,16%.
Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 11

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (440 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. Se afiadié a la solucion (688 ml) agua para inyeccion (1.376
ml). A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion
liquida (pH 7,0). Se llen6 cada vial con la preparacion liquida (24 ml), se liofilizd y se cerré después de manera
hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,17%.
Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 12

A una suspension de Compuesto A (24,0 g) en agua para inyeccion (140 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvio a afadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 6,5. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 960 ml. A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 6,5). Se llené cada vial con la preparacion liquida
(24 ml), se liofilizo y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un
cristal.

Contenido acuoso: 0,20%.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.

Ejemplo 13

A una suspension de Compuesto A (12,0 g) y L-leucina (2,00 g) en agua para inyeccion (380 ml), se le afiadio una
solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion,
se volvio a afiadir una solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadi6 a la
solucion agua para inyeccion, para obtener un volumen total de 480 ml. A continuacion, se filiré la mezcla a través
de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 8,4). Se llené cada vial con la
preparacion liquida (24 ml), se liofilizd y se cerré6 después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,27%.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.

Ejemplo 14

A una suspension de Compuesto A (12,0 g) y L-leucina (2,00 g) en agua para inyeccion (380 ml), se le afiadio una
solucion acuosa de 1 mol/l de hidréxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion,
se volvio a afiadir una soluciéon acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,0. Se afiadi6 a la
solucion agua para inyeccion, para obtener un volumen total de 480 ml. A continuacion, se filtiré la mezcla a través
de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,9). Se llené cada vial con la
preparacion liquida (24 ml), se liofilizd y se cerré6 después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,27%.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.

Ejemplo 15

A una suspension de Compuesto A (12,0 g) y L-leucina (2,00 g) en agua para inyeccion (380 ml), se le afiadio una
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solucién acuosa de 1 mol/l de hidréxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion,
se volvio a afiadir una solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,5. Se afiadi6 a la
solucion agua para inyeccion, para obtener un volumen total de 480 ml. A continuacion, se filiré la mezcla a través
de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,4). Se llené cada vial con la
preparacion liquida (24 ml), se liofilizd y se cerré6 después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,10%.
Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 16

A una suspension de Compuesto A (12,0 g) y L-leucina (2,00 g) en agua para inyeccion (380 ml), se le afiadio una
solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion,
se volvio a afiadir una solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadi6 a la
solucion agua para inyeccion, para obtener un volumen total de 480 ml. A continuacion, se filtré la mezcla a través
de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se llené cada vial con la
preparacion liquida (24 ml), se liofilizd y se cerré6 después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,06%.

En el patron de difraccion de rayos X del polvo de la preparacion liofilizada, se observaron los mismos picos que los
del cristal de Sal A anhidrato observados en el Ejemplo 5.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 17

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (420 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidréxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadié a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1.000 ml. Se afiadié a la solucion (160 ml) taurina (2,00 g) y se disolvio.
A continuacion, se filtro la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion
liquida (pH 7,0). Se llen6 cada vial con la preparacion liquida (8 ml), se liofilizéd y se cerré después de manera
hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,22%.

En el patrén de difraccion de rayos X del polvo de la preparacion liofilizada, se observaron los mismos picos que los
del cristal de Sal A anhidrato observados en el Ejemplo 5.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 18

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (420 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. A continuacién, se filir6 la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se llené cada vial con la preparacion liquida (8
ml) y se afiadié L-histidina (0,10 g) para obtener una solucion. Se liofilizaron los viales y se cerraron después de
manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizaciéon

1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.

2. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -10°C y se mantuvieron los
viales a la misma temperatura durante 24 horas.

3. Se enfri6 la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -55°C o inferior y se mantuvieron
los viales a la misma temperatura durante 2 horas.

4. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 10°C a vacio (50 Pa o menos)
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y se mantuvieron los viales a la misma presion y temperatura durante 85 horas.

5. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 20°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 2 horas.

6. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 40°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 20 horas.

Ejemplo 19

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (420 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. A continuacién, se filir6 la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se llend cada vial con la preparacion liquida (8
ml) y se ahadié L-fenilalanina (0,10 g) para obtener una solucion. Se liofilizaron los viales y se cerraron después de
manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 20

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (420 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. A continuacién, se filir6 la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se llené cada vial con la preparacion liquida (8
ml) y se afiadié L-glutamina (0,30 g) para obtener una solucion. Se liofilizaron los viales y se cerraron después de
manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 21

A una suspension de Compuesto A (16,2 g) en agua para inyeccion, se le afiadié una solucién acuosa de 1 mol/l de
hidroxido de sodio y se agit6 la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvio a afiadir una solucion
acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadid a la solucién agua para inyeccion, para
obtener un volumen total de 216 ml. A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um
para obtener una preparacion liquida. Se afiadié a la solucién (40 ml) L-leucina (0,50 g) para obtener una solucién
(pH 7,0). Se llend cada vial con la solucion (8 ml), se liofilizé y se cerré después de manera hermética al aire, para
obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 22

A una suspension de Compuesto A (24,0 g) y L-leucina (0,80 g) en agua para inyeccion (780 ml), se le afiadio una
solucion acuosa de 1 mol/l de hidréxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion,
se volvio a afiadir una solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadi6 a la
solucion agua para inyeccion, para obtener un volumen total de 960 ml. A continuacion, se filiré la mezcla a través
de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se llené cada vial con la
preparacion liquida (24 ml), se liofilizd y se cerré6 después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,10%.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.

Ejemplo 23

A una suspension de Compuesto A (24,0 g) en agua para inyeccion (780 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para

inyeccion, para obtener un volumen total de 960 ml. A continuacion, se filtrd la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se afiadié a la solucién (72 ml) L-alanina (0,30
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g), para obtener una solucién. Se llené cada vial con la solucidn (24 ml), se liofilizd y se cerréd después de manera
hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 24

A una suspension de Compuesto A (67,5 g) en agua para inyeccion (400 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
soluciéon acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afadid a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 900 ml. Se afiadié a la solucion (800 ml) agua para inyeccion (1.600 ml)
y se filtr6 la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um, para obtener una preparacion liquida. Se afadio a
la solucién (240 ml) L-isoleucina (0,20 g), para obtener una solucion (pH 6,9). Se llend cada vial con la solucion (24
ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 25

A una suspension de Compuesto A (67,5 g) en agua para inyeccion (400 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadié a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 900 ml. Se afiadié a la solucién (800 ml) agua para inyeccion (1.600 ml),
para obtener una preparacion liquida. Se afadid a la solucion (600 ml) L-isoleucina (2,50 g) y se disolvié. A
continuacion, se filtrd la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida
(pH 6,9). Se lleno cada vial con la preparacion liquida (24 ml), se liofilizo y se cerré después de manera hermética al
aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,12%.
Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 26

A una suspension de Compuesto A (67,5 g) en agua para inyeccion (400 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidréoxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afadir una
soluciéon acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 900 ml. Se afiadié a la solucion (800 ml) agua para inyeccion (1600 ml).
A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion
liquida. Se afadio a la preparacion liquida (96 ml) L-valina (0,41 g) y se obtuvo una solucién (pH 6,9). Se llend cada
vial con la solucion (24 ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion
liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 27

A una suspension de Compuesto A (24,0 g) en agua para inyeccion (780 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadié a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 960 ml. A continuacion, se filtro la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 7,0). Se afiadio a la preparacion liquida (72 ml) DL-
metionina (0,30 g) y se obtuvo una solucion. Se llend cada vial con la solucion (24 ml), se liofilizé y se cerré después
de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.

Ejemplo 28

A una suspension de Compuesto A (30,0 g) y urea (5,00 g) en agua para inyeccion (150 ml), se le afiadié una
solucion acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion,

se volvio a afiadir una soluciéon acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadi6 a la
solucion agua para inyeccion, para obtener un volumen total de 400 ml. A continuacion, se filtiré la mezcla a través
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de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 8,5). Se llené cada vial con la
preparacion liquida (8 ml), se liofilizo y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion
liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,89%.
Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 7.
Ejemplo 29

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (440 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. Se afiadi6 a la solucion (688 ml) agua para inyeccion (1376
ml). A continuacion, se filtré la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion
liquida (pH 7,0). Se afiadi6 a la preparacion liquida (106 ml) polisorbato 80 (35,0 mg) y se obtuvo una solucién. Se
llend cada vial con la solucion (24 ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 30

A una suspension de Compuesto A (25,0 g) en agua para inyeccion (800 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. Se afiadié a la solucién (600 ml) polietilenglicol 400 (2,60 g) y
se disolvié. A continuacion, se filtrd la mezcla a través de un filiro de membrana de 0,22 ym para obtener una
preparacion liquida (pH 7,0). Se llené cada vial con la preparacion liquida (24 ml), se liofilizé y se cerrd después de
manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un cristal.

Contenido acuoso: 0,02%.
Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.
Ejemplo 31

A una suspension de Compuesto A (75,0 g) en agua para inyeccion (420 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 7,0. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 1000 ml. Se afadid a la solucién (264 ml) agua para inyeccion (726 ml).
A continuacion, se filtro la mezcla a través de un filtro de membrana de 0,22 um para obtener una preparacion
liquida (pH 6,9). Se llen6 cada vial con la preparacion liquida (30 ml) y se afadié dextrano 40 (0,30 g) para obtener
una solucion. Se liofilizaron los viales y se cerraron después de manera hermética al aire, para obtener una
preparacion liofilizada de un cristal.

Método de liofilizacion: el mismo que en el Ejemplo 9.

Ejemplo comparativo 1

A una suspension de Compuesto A (13,8 g) en agua para inyeccion (50 ml), se le afiadié una solucién acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agité la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 161 ml. A continuacion, se filtro la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 8,4). Se llend cada vial con la preparacion liquida (7
ml), se liofilizéd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un
producto amorfo.

Contenido acuoso: 2,2%.

Método de liofilizacion

1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.
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2. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de -10°C a vacio (50 Pa o menos)
y se mantuvieron los viales a la misma presién y temperatura durante 37 horas.

3. Se aumenté la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 0°C y se mantuvieron los viales
a la misma presion y temperatura durante 9 horas.

4. Se aumenté la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 10°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 4 horas.

5. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 20°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 4 horas.

6. Se aumento la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 40°C y se mantuvieron los
viales a la misma presion y temperatura durante 15 horas.

Ejemplo comparativo 2

A una suspension de Compuesto A (12,0 g) en agua para inyeccion (70 ml), se le afiadioé una solucioén acuosa de 1
mol/l de hidroxido de sodio y se agitd la mezcla para disolver el Compuesto A. A continuacion, se volvié a afiadir una
solucién acuosa de 1 mol/l de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 8,5. Se afiadio a la solucion agua para
inyeccion, para obtener un volumen total de 160 ml. A continuacion, se filtr6 la mezcla a través de un filtro de
membrana de 0,22 um para obtener una preparacion liquida (pH 8,5). Se llend cada vial con la preparacion liquida (8
ml), se liofilizd y se cerré después de manera hermética al aire, para obtener una preparacion liofilizada de un
producto amorfo.

Método de liofilizacion
1. Se enfriaron los viales a una temperatura de anaquel de -60°C para congelar el contenido.
2. Se aumenté la temperatura de los viales hasta una temperatura de anaquel de 50°C a vacio (50 Pa o menos)
y se mantuvieron los viales a la misma presion y temperatura durante 39 horas.

Ejemplo de ensayo 1: Solubilidad

Se afadié a cada vial obtenido en los Ejemplos y en los Ejemplos comparativos agua para inyeccion (10 ml) y se

agitaron los viales a mano. Se midié asi el tiempo de disolucidon de la substancia solida. En la Tabla 4 se muestran
los resultados.
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[Tabla 4]
N° de Ejemplo Tiempo de disolucién (segundos)

2 15
4 20
7 25
9 22
10 26
11 14
12 13
13 19
14 13
15 7
16 6
17 18
18 17
19 15
20 9
21 13
22 16
23 16
24 15
25 9
26 9
27 11
28 10
29 14
30 6
31 13

Ejemplo comparativo 1 60

Ejemplo comparativo 2 65

El tiempo de disolucion de un producto amorfo (Ejemplo comparativo 1) era de 60 segundos. El tiempo de disolucion
de un producto amorfo (Ejemplo comparativo 2) era de 65 segundos.

Por otra parte, el tiempo de disolucion del hidrato 1 molido (Ejemplo 2) y del hidrato 2 molido (Ejemplo 4) era de 15
segundos y 20 segundos, respectivamente. Los cristales molidos exhibian una solubilidad mas superior que el
producto amorfo.

El tiempo de disolucion de la preparacion (Ejemplo 7) producida por liofilizacion con una etapa de recocido era de 25
segundos. La preparacion producida mediante este procedimiento exhibia una solubilidad mas superior que el
producto amorfo incluso aunque no esté molida.

El tiempo de disoluciéon de la preparacion (Ejemplo 9) producida liofilizando una solucién ajustada a pH 7,0 del
mismo modo que en el Ejemplo 7 era de 22 segundos. La preparacion del Ejemplo 9 exhibia una solubilidad mucho
mayor que la preparacion del Ejemplo 7.

El tiempo de disolucion de la preparacion (Ejemplo 10) producida liofilizando una solucion (24 ml) ajustada a pH 8,5
segun el procedimiento del Ejemplo 7 era de 26 segundos. Por otra parte, el tiempo de disolucién de la preparacion
(Ejemplo 11) producida liofilizando una solucion (24 ml) ajustada a pH 7,0 era de 14 segundos. El tiempo de
disolucién de la preparacion (Ejemplo 12) producida liofilizando una solucién (24 ml) ajustada a pH 6,5 era de 13
segundos. El tiempo de disolucién se acortaba al reducir el valor del pH.

El tiempo de disolucion de la preparacion (Ejemplo 13) que contenia L-leucina como aditivo y producida liofilizando
una solucion (24 ml) ajustada a pH 8,5 era de 19 segundos. El tiempo de disolucion de la preparacion (Ejemplo 13)
era menor que el de la preparacion (Ejemplo 10) que no contenia L-leucina.

Mas aun, el tiempo de disolucién de las preparaciones (Ejemplos 14 a 16) producidas reduciendo el valor del pH era
de 6 a 13 segundos. El tiempo de disolucion se acortaba al reducir el valor del pH.

El tiempo de disolucién de las preparaciones que contenian aminoacidos como aditivos (Ejemplos 17 a 27), de la

preparacion que contenia urea como aditivo (Ejemplo 28), de la preparacién que contenia polisorbato 80 como
aditivo (Ejemplo 29), de la preparacion que contenia polietilenglicol 400 como aditivo (Ejemplo 30) y de la
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preparacion que contenia dextrano 40 como aditivo (Ejemplo 31) esta en todos los casos dentro del rango de los 20
segundos, y estas preparaciones exhiben una solubilidad mucho mayor que un producto amorfo.

Ejemplo de ensayo 2: Estabilidad (1)

Se dejo que las preparaciones de los Ejemplos 1, 7, 9, 10, 11, 12, 25, 28 y 29 reposaran a 60°C durante 1 mes y se
observo entonces su aspecto. Como resultado, no se observd ningun cambio de aspecto.

Ejemplo de ensayo 4: Estabilidad (2)

Se irradiaron las preparaciones de los Ejemplos 1, 10, 15, 16 y 22 y del Ejemplo comparativo 1 (1.200.000 1x - h)
mediante una lampara D65 (FLR20S-D-EDL-D65/M) y se observo luego su aspecto. Como resultado, no se observo
ningun cambio de aspecto en las preparaciones de los Ejemplos 1, 10, 15, 16 y 22, mientras que la preparacion del
Ejemplo comparativo 1 se volvié de color naranja-amarillo.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un patron de difraccion de rayos X del polvo de un cristal de una sal sddica (hidrato 1) de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida.

La Fig. 2 es un patron de difraccion de rayos X del polvo de un cristal de una sal sddica (hidrato 2) de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida.

La Fig. 3 es un patron de difraccion de rayos X del polvo de un cristal de una sal sédica (anhidrato) de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida.

La Fig. 4 es un patron de analisis termogravimétrico de un cristal de una sal sédica (hidrato 1) de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida.

La Fig. 5 es un patron de analisis termogravimétrico de un cristal de una sal sédica (hidrato 2) de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida (se redujo el peso de agua (1,5 equivalentes)).

La Fig. 6 es un patron de analisis termogravimétrico de un cristal de una sal sédica (hidrato 2) de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida (se redujo el peso de agua (2 equivalentes)).

Aplicabilidad industrial

Una preparacion llenada con un cristal de una sal sédica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida de la presente
invencion es superior en cuanto a solubilidad y es util como preparacion inyectable.
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REIVINDICACIONES
1. Un cristal de una sal sédica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida o un hidrato de la misma.

2. Una preparacion inyectable que contiene un cristal de una sal sddica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida
o un hidrato de la misma.

3. Una preparacion liofilizada que contiene un cristal de una sal sédica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida.

4. Un procedimiento para producir una preparacion liofilizada que contiene un cristal de una sal sédica de 6-fluoro-3-
hidroxi-2-pirazinocarboxamida, que consiste en las siguientes etapas:

(1) enfriar una solucién acuosa que contiene una sal sédica de 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida para
producir un producto congelado;

(2) aumentar la temperatura del producto congelado;

(3) enfriar el producto congelado de nuevo; y

(4) llevar a cabo la liofilizacion.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, donde la temperatura del producto congelado esta dentro del rango de
-15 a -5°C en la etapa de aumento de la temperatura del producto congelado.
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