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DESCRIPCION

Solucion acuosa que comprende 3-quinuclidinona para el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas,
autoinmunes y cardiacas

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una formulacién de un derivado de quinuclidinona y a un método para preparar
dicha formulacién, asi como al uso de dicha formulacién.

Antecedentes de la invencion

En el Documento WO05/090341 se describen derivados de 3-quinuclidinona para uso en el tratamiento de diversos
trastornos, tales como, por ejemplo, enfermedades hiperproliferativas, enfermedades autoinmunes y enfermedades
cardiacas. Similarmente, en los Documentos W004/084893, W002/024692 y W003/070250 se describen derivados
de 3-quinuclidinona para uso especialmente en el tratamiento de enfermedades tumorales.

En el Documento WO05/090341 se menciona que se puede preparar una composicion de las quinuclidinonas
descritas en el documento para cualquier via de administracion, por ejemplo, para administracion oral, intravenosa,
cutanea o subcutanea, nasal, intramuscular o intraperitoneal, y que la naturaleza exacta del vehiculo u otro material
dependeran de la via de administracion. También se indica que, para una administraciéon parenteral, se emplea una
disolucién acuosa parenteralmente aceptable que esta exenta de pirdégenos y tiene el pH, la isotonicidad y la
estabilidad requeridas.

En H. Shi et al., "In vitro and in vivo cytotoxic effects of PRIMA-1 on hepatocellular carcinoma cells expressing
mutant p53ser249", CARCINOGENESIS, volumen 29, nimero 7, 18 de noviembre de 2007, paginas 1428-1434, se
describe una composicién liquida que comprende una disoluciéon acuosa de 2,2-dihidroximetil-quinuclidin-3-ona en
PBS, que fue inyectada a ratones previamente tratados con células Hep3B de carcinoma hepatocelular (249/6
clones estables). Es de conocimiento general que una disolucion de PBS tiene un pH de 7,4.

Sin embargo, los presentes inventores hallaron que, en una disolucién acuosa liquida, tal como una (til para
administracion parenteral (es decir, que tiene en general un pH de 6,5-7,5) o la correspondiente disolucion madre
para preparar una disolucion parenteralmente administrable, los compuestos de la invencidn tenian una estabilidad
inaceptablemente pequefia, formandose productos de degradacion en sélo unas pocas horas después de la
solubilizacion. Esta falta de estabilidad quimica en una disolucidon liquida resulté bastante inesperada para los
compuestos descritos en los anteriormente mencionados documentos de la técnica previa.

Sumario de la invencion

Un objeto de acuerdo con la presente invencion es proporcionar una formulacion de derivados de 3-quinuclidinona
como los definidos en esta memoria, que tenga un tiempo de conservacion mejorado, en particular en comparacion
con formulaciones de la técnica previa.

Otro objeto de acuerdo con la invencion es proporcionar una formulacién con tiempo de conservacion mejorado que
comprenda derivados de 3-quinuclidinona como los definidos en esta memoria, que sea (til en terapia, por ejemplo,
en el tratamiento de un trastorno seleccionado de entre enfermedades hiperproliferativas, por ejemplo, cancer,
enfermedades autoinmunes y enfermedades cardiacas, teniendo dicha formulacion un tiempo de conservacion
mejorado, en particular en comparacion con formulaciones de la técnica previa.

AUn otro objeto es proporcionar una formulacién liquida que contenga un derivado de 3-quinuclidinona como el
definido en esta memoria, en donde el derivado de 3-quinuclidinona tiene un indice de degradacion reducido.

Otro objeto de la invencién es proporcionar una formulaciéon farmacéutica para el tratamiento de enfermedades
hiperproliferativas, enfermedades autoinmunes y enfermedades cardiacas, conteniendo dicha formulacién un
derivado de 3-quinuclidinona como el definido mas adelante en esta memoria y teniendo dicha formulacién un
tiempo de conservacién mejorado, en particular en comparacion con formulaciones de la técnica previa.

Otro objeto de la invencidon es proporcionar una formulacion que permita el almacenamiento prolongado de un
derivado de 3-quinuclidinona como el definido en esta memoria.

Otro objeto de la invencién es proporcionar un método para preparar una formulaciéon de acuerdo con la invencién.

En una realizacion particular, la presente invencién proporciona una formulacion que es una disolucién acuosa de un
derivado de 3-quinuclidinona de acuerdo con la formula (1)
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde:

R! es seleccionado de entre H y -CH»-O-R%;

R’ es -CH»-O-R% y

cada R® es independientemente seleccionado de entre H y metilo; y

al menos un agente regulador del pH en una cantidad tal que proporciona a la disolucion acuosa un pH de
aproximadamente 3,0 a aproximadamente 5,0.

En una realizacién, la formulacién es una formulacion farmacéutica. De esta manera, se proporciona una
formulacion liquida como la definida en esta memoria para uso en terapia.

En una realizacion, la formulacién es una disolucion madre que permite un almacenamiento a largo plazo de un
derivado de 3-quinuclidinona de férmula (1) disuelto en ella.

En una realizacion, el derivado de 3-quinuclidinona de férmula (I) comprendido en la formulacién de la invencion es
util en el tratamiento de un trastorno seleccionado de entre enfermedades hiperproliferativas, tal como cancer,
enfermedades autoinmunes y enfermedades cardiacas, en particular en el tratamiento del cancer.

En una realizacion mas, se proporciona una formulacion liquida de un derivado de 3-quinuclidinona como el definido
en esta memoria para uso en un método para la prevencion y/o el tratamiento de un estado patofisiologico, por
ejemplo, una enfermedad hiperproliferativa, tal como cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad
cardiaca.

Otra realizacion se refiere al uso de una formulacion liquida de una 3-quinuclidinona como la definida en esta
memoria para la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de un estado patofisiol6gico,
por ejemplo, una enfermedad hiperproliferativa, tal como cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad
cardiaca.

En una realizacion mas, se proporciona un método para la prevencion y/o el tratamiento de un estado
patofisiolégico, que comprende la administracion, preferiblemente la administracion parenteral, de una cantidad
eficaz de una composicion de la presente invencién a un mamifero que la necesita.

En una realizacidn mas, se proporciona un método para la prevencién y/o el tratamiento de un estado
patofisiolégico, que comprende la administracion, preferiblemente la administracion parenteral, de una cantidad
eficaz de una composicion preparada mediante el uso de una formulacion liquida de acuerdo con la presente
invencion a un mamifero que la necesita.

Ademas, se proporciona un método para la prevencion y/o el tratamiento de un estado patofisiolégico mediado por
un crecimiento celular anormal, que comprende administrar a un mamifero, parenteral u oralmente, una cantidad
eficaz de una composicion de la presente invencién o una composicion preparada mediante el uso de una
formulacion liquida de acuerdo con la presente invencion.

En una realizaciéon particular, se proporciona un método para la prevencion y/o el tratamiento de un estado
patofisiolégico mediado por un crecimiento celular anormal, que comprende administrar, parenteral u oralmente, una
cantidad eficaz de una composicién de la presente invencién a un mamifero que necesita una intervencién
terapéutica para controlar el estado patofisiolégico, mediante lo cual se controla el crecimiento celular anormal.

También se proporciona un método para preparar la formulacion liquida de la invencién, que comprende afiadir a
una fase acuosa un compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, opcionalmente al
menos un agente terapéuticamente activo mas, y un agente regulador del pH en una cantidad que proporcione a la
composicion un pH de 3,0 a 5,0.

Otras realizaciones de la invencién son como se describen mas adelante en esta memoria y como se definen en las
reivindicaciones.
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Breve descripcién de los dibujos

En la Figura 1 se muestra el volumen de tumores xenoinjertados mutantes para p53 en ratones SCID, tratados
intravenosamente con 2-(hidroximetil)-2-(metoximetil)quinuclidin-3-ona (APR-246) o con PBS (el vehiculo, testigo) en
una dosis de 100 mg/kg dos veces al dia y 3-4 dias/semana. Como se puede ver, al final del periodo de tratamiento
el volumen tumoral medio en los animales testigo era mas de tres veces mayor que en los animales tratados con
APR-246. Las diferencias en los volimenes tumorales se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney. Se hallé
un efecto anticanceroso estadisticamente significativo.

En la Figura 2 se muestra el efecto de APR-246 sobre células MV-4-11 de AML en el modelo de fibra hueca in vivo.
Los datos se muestran como valor medio + error estandar de la media (n = 7-8).

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina otra cosa, todas las expresiones técnicas y cientificas empleadas en esta memoria tienen el
mismo significado que el cominmente entendido por un experto en la técnica a la cual pertenece esta invencion.

De este modo, a menos que se indique otra cosa, una "disolucién madre" se refiere a una disolucion generalmente
concentrada que sera diluida hasta cierta concentracién menor para su uso propiamente dicho. Como es sabido por
la persona con experiencia normal en la técnica, las disoluciones madre se emplean, por ejemplo, para ahorrar
tiempo de preparacion, conservar materiales, reducir espacio de almacenamiento y mejorar la precisién con la que
se preparan disoluciones de trabajo.

Por "tiempo de conservacion" se quiere significar el periodo de tiempo que se puede almacenar un producto sin que
llegue a ser inadecuado para uso o0 consumo.

De acuerdo con la presente invencion, se ha hallado sorprendentemente que, en una disolucién acuosa que tiene un
pH de a lo sumo aproximadamente 5,0, la estabilidad quimica de las 3-quinuclidinonas a las que se hizo
anteriormente referencia en esta memoria esta sustancialmente aumentada. En realidad, se ha hallado que, en
algunos casos, el indice de degradacion disminuye en un factor superior a 10° en comparacion con las
correspondientes disoluciones de mayor pH.

En consecuencia, la presente invencion proporciona una composicién que comprende una disolucién acuosa de un
derivado de 3-quinuclidinona como el definido en esta memoria, en donde la disolucién acuosa tiene un pH de
aproximadamente 3,0 a aproximadamente 5,0, preferiblemente a aproximadamente 4,7 o a aproximadamente 4,5 o
a aproximadamente 4,2, por ejemplo, a aproximadamente 4,0. Por ejemplo, el pH puede variar entre un limite inferior
de pH de 3,0 0 3,5 y un limite superior de pH de 5 o 4,5, y preferiblemente puede estar en el intervalo de pHs de
entre 3,8 y 4,2, por ejemplo, siendo aproximadamente 4,0. Por ejemplo, el pH de la disoluciéon acuosa de la
invencion puede tener un limite inferior seleccionado de un pH de aproximadamente 3,0 o aproximadamente 3,2, por
ejemplo, aproximadamente 3,4, tal como aproximadamente 3,6 o aproximadamente 3,8, y un limite superior de
aproximadamente 5,0 o aproximadamente 4,7 o aproximadamente 4,5 o aproximadamente 4,2, por ejemplo,
aproximadamente 4,0.

En el pH de la invencién, la estabilidad quimica frente a la degradacién del derivado de 3-quinuclidinona de férmula
(1) disuelto en la disolucién acuosa de la invencién esta sustancialmente mejorada en comparacion con la estabilidad
del compuesto en una disolucién acuosa de acuerdo con la técnica previa. En realidad, una disolucién acuosa de un
derivado de 3-quinuclidinona de acuerdo con la invencidon puede tener un tiempo de conservacion de 24 meses, 0
incluso mas, a 2-8 °C.

El derivado de 3-quinuclidinona presente en la formulacién de la invencion es un compuesto de acuerdo con la
férmula (1)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde:

R! es seleccionado de entre H y -CH»-O-R%;
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R? es -CH»-O-R%: y
cada R® es independientemente seleccionado de entre H y metilo.

La sal farmacéuticamente aceptable del compuesto de formula (I) puede ser, por ejemplo, una sal por adicién de
acido, de un acido mineral inorganico o de un &cido organico.

En un compuesto de féormula (1), R' es seleccionado de entre H y -CH2-O-R®.
En una realizacion, R' es Hy R® es -CH»-O-R®.
En una realizacion, tanto R* como R? son -CH»-O-R®.

En una realizacion, tanto R* como R? son -CH»-O-R® y cada R? es independientemente seleccionado de entre H y
metilo.

En otra realizacion, el derivado de 3-quinuclidinona de la invencién es seleccionado de entre los representados en la
Tabla 1:

Tabla 1: Compuestos de formula (l)

Férmula estructural | Nombre quimico
o 2-(hidroximetil)-2-(metoximetil)quinuclidin-3-ona
OH
N
@)
\
o 2,2-bis(hidroximetil)quinuclidin-3-ona
OH
N
OH

En una realizacién, el derivado de 3-quinuclidinona de la invencién, es decir, el compuesto de féormula (l), es
seleccionado de entre 2-(hidroximetil)-2-(metoximetil)quinuclidin-3-ona y 2,2-bis(hidroximetil)quinuclidin-3-ona, y
sales farmacéuticamente aceptables de estos compuestos.

En una realizacion, el compuesto de férmula (I) es 2-(hidroximetil)-2-(metoximetil)quinuclidin-3-ona o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma.

En otra realizacion, el compuesto de formula () es 2,2-bis(hidroximetil)quinuclidin-3-ona o wuna sal
farmacéuticamente aceptable de la misma.

En una realizacion, la formulacion es una disolucién madre y, preferiblemente, es una formulacién farmacéutica en
forma de una disolucién madre concentrada. La formulacion es preferiblemente estéril, y esta esterilidad se puede
alcanzar mediante métodos de esterilizacion conocidos tales como filtracion, lo que permite un almacenamiento a
largo plazo sin deterioro esencial alguno del compuesto de la invencion, por ejemplo, mediante una reaccién quimica
de degradacion, y sin formacion esencial de productos de degradacion.

La formulacion de acuerdo con la invencién puede ser empleada, por ejemplo, para administracién a un paciente
gue la necesita por inyeccion directa o preferentemente diluida con disoluciones inyectables para infusién
intravenosa apropiadas.

La formulacion de acuerdo con la invencién puede ser también empleada, tal cual o diluida, por ejemplo, en otra
investigacion sobre el derivado de 3-quinuclidinona contenido en ella, tal como mediante ensayos in vitro o in vivo,
por ejemplo, mediante administracién a un animal de laboratorio, tal como un ratén, una rata, un conejo 0 un perro.

En una realizacion, la formulacién de acuerdo con la invencion es una disolucion acuosa del derivado de 3-
quinuclidinona de férmula (I) como el definido en esta memoria, en donde dicho derivado esta presente en una
concentracion en el intervalo de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml, particularmente en el
intervalo de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, y especialmente en el intervalo de
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aproximadamente 75 mg/ml a aproximadamente 150 mg/ml de la formulacion.

La formulacién de la presente invencion puede ser diluida antes de su uso, por ejemplo, su administracién a un
paciente. El factor de dilucion depende de la concentracién del derivado de 3-quinuclidinona en la formulacion y de
la cantidad requerida del compuesto necesaria para, por ejemplo, satisfacer la dosis terapéuticamente eficaz. En el
caso de administracion parenteral, el producto diluido final deberia tener preferiblemente un pH en el intervalo de
aproximadamente 4 a aproximadamente 6; mas preferiblemente, el producto diluido final para administracion
parenteral deberia tener un pH en el intervalo de aproximadamente 4,2 a aproximadamente 5,5.

La formulacion liquida puede contener cloruro sédico en una concentracién de entre 0% y 3%, particularmente en
una concentracion de entre 0,5% y 1,5%, pero especialmente en una concentracion de entre 0,8% y 1% en peso por
volumen de la formulacion.

En una realizacion de la invencién, la 3-quinuclidinona esta presente en la formulacion liquida en forma de una sal
por adicién de acido con uno o varios acidos farmacéuticamente aceptables diferentes. El acido farmacéuticamente
aceptable puede ser un acido mineral, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en acido clorhidrico,
bromuro de hidrégeno, yoduro de hidrégeno, acido sulfarico, acido nitrico y acido fosférico. Como una alternativa, el
acido farmacéuticamente aceptable puede ser un acido organico, por ejemplo, un acido sulfénico o carboxilico,
particularmente un acido alquil- o aril-sulfénico o un &cido alquil- o aril-carboxilico, tal como un acido seleccionado
del grupo que consiste en acido metanosulfonico, acido p-toluenosulfénico, acido bencenosulfénico, acido acético,
acido tartarico, acido maleico, acido citrico, acido benzoico, acido salicilico y acido ascoérbico.

Con objeto de que tenga el pH requerido, la composicion de la invencion contiene un agente regulador del pH.
Mediante la expresion "agente regulador del pH", como se emplea en esta memoria, se quiere significar al menos un
acido organico o inorganico (mineral) farmacéuticamente aceptable, o al menos un tampén de &cido
farmacéuticamente aceptable, o una mezcla de cualquiera de estos. De este modo, el agente regulador del pH
puede ser cualquier dicho acido o tampdn, o una mezcla de acidos o tampones, o una mezcla de acido(s) y
tampon(es). Son ejemplos de acidos y tampones utiles los indicados en esta memoria.

Por ejemplo, la composicion de acuerdo con la invencidon puede contener al menos un acido farmacéuticamente
aceptable. El acido puede ser un acido mineral inorganico, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfarico, acido nitrico y acido fosférico, o un acido
organico, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en acido acético, acido succinico, acido tartarico, acido
maleico, acido ascorbico, acido citrico, acido glutamico, acido benzoico, acido ascérbico, acido metanosulfénico y
acido etanosulfénico. Se contempla que la composicién pueda contener uno o varios acidos, seleccionados de entre
acidos inorganicos y organicos. En una realizacion, el pH requerido de la formulacion se alcanza mediante la adicién
de &cido clorhidrico.

La composicion de la invencion también puede comprender al menos un tampon farmacéuticamente aceptable,
particularmente seleccionado del grupo de tampdn citrico, tampdn de acetato y tampdén de fosfato, separadamente o
como una mezcla de los mismos, asi como en combinacién con cualquier acido farmacéuticamente aceptable como
el definido en esta memoria, por ejemplo, acido clorhidrico.

La composicién liquida de la invencién es acuosa, lo que significa que contiene agua. Sin embargo, se contempla
que la disolucion acuosa y la fase acuosa empleadas para preparar la composicion de la invencién puedan también
contener otros liquidos farmacéuticamente aceptables como una fase disolvente, tales como, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG) y alcoholes, por ejemplo, etanol. No obstante, preferiblemente, la fase acuosa comprende
principalmente agua como disolvente. Por ejemplo, la fase disolvente esta compuesta por de 50 a 100% de agua,
mas preferiblemente al menos 80% de agua, o al menos 90% de agua, al menos 95% de agua, al menos 98% de
agua o0 100% de agua.

En una realizacion, la composiciéon de acuerdo con la invencion, como se describe en esta memoria, se proporciona
como una disolucion madre estable, particularmente como una disolucién madre concentrada para almacenamiento
a largo plazo a una temperatura en el intervalo de 2-8 °C en un recipiente, particularmente un recipiente sellado y
esterilizado. Por ejemplo, la composicion puede comprender una disolucién acuosa estable del compuesto de la
invencion, opcionalmente como una sal por adicién de acido, en particular una sal por adicion de hidrocloruro, en
agua para inyeccion (WFI; del inglés, water for injection), en una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml a
aproximadamente 250 mg/ml, particularmente en el intervalo de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente
200 mg/ml, pero especialmente en el intervalo de aproximadamente 75 mg/ml a aproximadamente 150 mg/ml, y un
agente regulador del pH en una cantidad tal que proporcione a la disolucién un pH en el intervalo de entre 3,0 y 5,0,
particularmente en el intervalo de entre 3,2 y 4,7, por ejemplo, de entre 3,5 y 4,5, especialmente en el intervalo de
entre 3,8 y 4,2, por ejemplo, un pH de aproximadamente 4,0. Por ejemplo, el pH de la disolucién madre puede tener
un limite inferior seleccionado de un pH de aproximadamente 3,0 o aproximadamente 3,2, por ejemplo,
aproximadamente 3,4, tal como aproximadamente 3,6 o aproximadamente 3,8, y un limite superior de
aproximadamente 5,0 o aproximadamente 4,7 o aproximadamente 4,5 o aproximadamente 4,2, por ejemplo,
6
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aproximadamente 4,0.

La presente invencion también proporciona un método para preparar una formulacién de un compuesto de acuerdo
con la invencién. En general, el método comprende mezclar un compuesto de férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un agente regulador del pH con una fase acuosa. En este método, el pH
de la fase acuosa se ajusta en un intervalo deseado afiadiendo el agente regulador del pH, como se define en esta
memoria, antes o después de afiadir el compuesto de férmula (I). Por ejemplo, el pH de la fase acuosa se ajusta a
un valor inferior a 6, por ejemplo, inferior a 5 o inferior a 4,5, antes de afiadir el compuesto de férmula (1), después de
lo cual se afiade el compuesto de formula (l). El pH puede ser luego ajustado de nuevo para asegurar que la
composicion tiene el valor de pH deseado de acuerdo con la invencién. Sin embargo, aun cuando menos preferido,
también se puede afiadir el compuesto de férmula (I) a la fase acuosa antes de que se afada cualquier agente
regulador del pH, y posteriormente se ajusta el pH de la formulacién liquida en el intervalo deseado afiadiendo el
agente regulador del pH.

Preferiblemente, el pH de la fase liquida se mantiene por debajo de 6, por ejemplo, por debajo de 5,0 o por debajo
de 4,5, por ejemplo, en el intervalo de 3,0 a 6,0, durante la mayor parte del proceso de preparacion y, mas
preferiblemente, durante todo el proceso de preparacion.

En una realizacion, el método para preparar una formulacion liquida de la invencién comprende preparar una fase
acuosa que tenga un pH por debajo de 6,0 y mezclar un compuesto de formula (I) en porciones progresivas, con
adicion de porciones progresivas de agente regulador del pH, si fuera necesario, para mantener el pH de la
formulacion liquida por debajo de 6,0, por ejemplo, por debajo de 5 o por debajo de 4,5, preferiblemente durante
todo el proceso de preparacion.

El pH de la formulacién acuosa puede ser continua o intermitentemente medido durante el proceso de preparacion.

Ademas, otros componentes pueden ser afiadidos a, o estar presentes en, la fase acuosa, tales como sales
inorganicas farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, NaCl, conservantes u otros compuestos farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo, otros ingredientes terapéuticamente activos, tales como agentes citostaticos,
particularmente cisplatino, daunorrubicina, cerubidina, citarabina y fludarabina.

En una realizacién, se aflade NaCl a la fase acuosa en una cantidad que proporcione una composicion liquida final
como la anteriormente definida en esta memoria, que contenga NaCl en una concentracién de entre 0% y 3%,
particularmente en una concentracién de entre 0,5% y 1,5%, pero especialmente en una concentracion de entre
0,8% y 1% en peso por volumen de la formulacion.

En una realizacion, la composicion de acuerdo con la invencién es una formulacion estéril. En este caso, la
esterilizacion de la composicién de acuerdo con la invencién puede ser llevada a cabo haciendo pasar la
formulacion, por ejemplo, una disolucién madre formulada, a través de un filtro estéril con un tamafio nominal de
poro de 0,2 um hasta un recipiente limpiado y esterilizado.

De este modo, el método de la invencion también puede comprender una operacion de esterilizacion de la
formulacion liquida y una operacién de carga de la formulacién en recipientes estériles y tapadura de los recipientes.

La composicion de acuerdo con la invenciéon puede ser proporcionada como una disolucién para inyeccion lista para
usar, en donde una formulacion liquida de la invencion, por ejemplo, una disolucion madre, es llevada hasta el
volumen deseado mediante la adicion de uno o mas disolventes farmacéuticamente aceptables, tales como los
seleccionados del grupo que consiste en WFI, una disolucion de glucosa, una disolucién de electrolitos que contiene
aminoacidos, lipidos, vitaminas y otros minerales, disolucion de Ringer, disolucién de Hartmann, o una disolucion de
cloruro sodico en forma de una disolucion isoténica, hipoténica o hipertdnica. Un ejemplo de dicha disolucién
farmacéuticamente aceptable es Baxter Viaflo, 9 mg/ml.

En una realizacion, un compuesto o agente biolégicamente activo adicional puede estar presente en, 0 se puede
afadir a, la composicion de acuerdo con la invencion. Por ejemplo, en el caso de que la formulacion de acuerdo con
la invencion vaya a ser administrada como un fluido para infusién, se puede afiadir un ingrediente terapéuticamente
activo adicional al fluido antes de la administracion al paciente. Los agentes citostaticos convencionales,
particularmente cisplatino, daunorrubicina, cerubidina, citarabina y fludarabina, son ejemplos de dichos ingredientes
terapéuticamente activos.

La composicion de la invencion es Util para el tratamiento de un trastorno seleccionado de entre enfermedades
hiperproliferativas, enfermedades autoinmunes y enfermedades cardiacas. El cancer es un ejemplo de enfermedad
hiperproliferativa. Para la finalidad de la presente invencion, la esclerodermia y la artritis reumatoide son ejemplos de
enfermedades autoinmunes, y el infarto de miocardio es un ejemplo de enfermedad cardiaca.

En las solicitudes PCT W0O05/090341, W004/084893, W002/024692 y WO03/070250 se ha demostrado la actividad
7
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terapéutica de compuestos de férmula (1).

De esta manera, en los Documentos W002/024692 y WO03/070250 se describe el uso de compuestos de féormula
(I) en el tratamiento de, por ejemplo, canceres mediados por p53 mutante. El osteosarcoma, el adenocarcinoma
pulmonar, el linfoma de Burkitt, el carcinoma ovarico y el carcinoma de colon son ejemplos de tales canceres.
También se cree que los compuestos de formula (l), en virtud de su capacidad para restablecer la funcién inductora
de apoptosis de p53, son Utiles en el tratamiento de otras enfermedades mediadas por p53 mutante, tales como, por
ejemplo, enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide y el sindrome de Sjégren [por ejemplo,
Yamanishi Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99 (15): 10.025-30 (2002); Inazuka M. et al., Rheumatology 39 (3):
262-6 (2000); Firestein G. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 30;94 (20): 10.895-900 (1997); y Tapinos N. I. et al.,
Arthritis Rheum. 42 (7): 1466-72 (1999)], y enfermedades cardiacas tales como la cardiomiopatia idiopatica
hereditaria (por ejemplo, Gudkova A. et al. en "ldentification of the TP53 tumor suppressor mutations in patients with
family idiopathic cardiomyopathy”, Abstract at the International Congress of the European Society of Pathology, 19-
21 de mayo de 2002, Baveno, Lago Maggiore, Italia).

En el Documento WO04/084893 se describe el uso de compuestos de férmula (I), por ejemplo, 2,2-
bis(hidroximetil)quinuclidin-3-ona, en el tratamiento del melanoma maligno y de estados patolégicos en que esta
implicada una angiogénesis indeseada.

En el Documento WOO05/090341 se mostraron los efectos antiproliferativos e inductores de apoptosis de unos
compuestos de féormula (I) en un ensayo in vitro en que se utilizaba una linea celular de carcinoma pulmonar
humano.

La actividad terapéutica del compuesto 2-(hidroximetil)-2-(metoximetil)quinuclidin-3-ona (al que también se hace
referencia como APR-246 en esta memoria) en el tratamiento de diversos canceres ha sido mostrada mediante
ensayos in vitro usando diversas lineas celulares de cancer; véase la Tabla 2, en la que se muestran los valores de
ICso de APR-246 en varios tipos de células cancerosas.

Tabla 2: Efecto de APR-246 sobre la viabilidad celular en diversas lineas celulares de cancer

Tipo de cancer Tipo celular ICs0 (UM)
Osteosarcoma Sa0s-2 27 +5 (n=35)
Osteosarcoma Sa0S-2-His273 |14 +3 (n=37)
Osteosarcoma U-20Ss 15+4 (n=5)
Carcinoma ductal de mama BT-474 312(n=2)
Adenocarcinoma de mama MCF-7 15+1(n=3)
Adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 18+5(n=6)
Adenocarcinoma de prdéstata PC3-puro 27+£3(n=3)
Adenocarcinoma de prdéstata PC3-175 23+7(n=3)
Carcinoma de prostata 22Rv1 10+0,6 (n=3)
Adenocarcinoma colorrectal HT-29 25+5(n=6)
Carcinoma pulmonar de células no pequefias |H1299 16 +7 (n=6)
Carcinoma pulmonar de células no pequefias |H1299-His175 14 +8 (n = 6)
Leucemia mielomonocitica aguda KBM3 7+1(n=6)
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En la Tabla 2 se muestran los resultados como valor medio + desviacion estandar; los valores de ICsp se calculan
como la media de los valores de ICsp en los experimentos individuales.

Ademas, estudios in vivo indican que los compuestos de formula (I) presentan una acusada actividad anticancerosa.
De este modo, experimentos de xenoinjerto in vivo en ratones han mostrado que los compuestos de formula (1)
producen un efecto anticanceroso significativo. En realidad, experimentos de xenoinjerto in vivo con células Sa0OS-2-
His273 de osteosarcoma con p53 mutante (Figura 1) demostraron que compuestos de la invencion presentan un
efecto anticanceroso estadisticamente significativo.

Ademas, experimentos in vivo utilizando el modelo de fibra hueca en ratén con 2-(hidroximetil)-2-
(metoximetil)quinuclidin-3-ona indican que compuestos de la invencién ejercen un efecto antileucémico significativo.
Estos experimentos se llevaron a cabo usando el modelo de fibra hueca en ratdn in vivo (para una corta descripcion
del modelo, véase el sitio web de Internet http://dtp.nci.nih.gov./timeline/noflash/milestones/M13_hollow_fiber.htm).

Como se muestra en la Figura 2, al final del experimento el crecimiento neto de células leucémicas (células MV-4-11
de AML) era aproximadamente 25% (en numero) en los ratones soélo tratados con vehiculo (testigo). Por otro lado,
en los ratones tratados con el compuesto de la invencion, el crecimiento neto de células leucémicas fue
aproximadamente -25% al final del experimento, es decir, el nUmero de células leucémicas habia disminuido
eficazmente.

A la vista de los datos anteriores, se considera que la composicion de la presente invencién sera util en el
tratamiento de diversos trastornos como los anteriormente mencionados en esta memoria, por ejemplo,
osteosarcoma, adenocarcinoma de pulmon, linfoma de Burkitt, carcinoma ovarico, carcinoma de colon, melanoma
maligno, osteosarcoma, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma de préstata, carcinoma de proéstata,
adenocarcinoma colorrectal, carcinoma pulmonar de células no pequefias, leucemia, leucemia mielomonocitica
aguda, enfermedades autoinmunes tales como artritis reumatoide y sindrome de Sjogren, y enfermedades cardiacas
tales como cardiomiopatia idiopatica hereditaria.

Ejemplos

A continuacién se explicaran ejemplos especificos de la invencién con mayor detalle y se proporcionaran ejemplos
especificos de acuerdo con la invencion.

Ejemplo 1
Estudios de estabilidad de APR-246 en un sistema acuoso con diferentes pHs

Se prepararon diversas formulaciones acuosas de APR-246 y de la sal de APR-246 por adicion de acido clorhidrico
y Sse examinaron en cuanto a su estabilidad. El APR-246 es facilmente soluble en disoluciones acuosas, y el pKa de
APR-246 proporciona disoluciones acuosas alcalinas con un pH de aproximadamente 9 a 9,5.

Se observé que APR-246 experimentaba degradacion en disoluciones acuosas no sélo a temperatura ambiental sino
también a menores temperaturas independientemente del perfil de concentracion.

Durante el desarrollo de la formulacion se hallé que la estabilidad de APR-246 en disolucién depende del pH y la
temperatura. La estabilidad aumenta al disminuir el pH. Para establecer un pH adecuado para APR-246 con
respecto a la estabilidad, se llevaron a cabo estudios con la sustancia farmacolégica en diferentes disoluciones con
diferentes pHs.

En la Tabla 3 se presentan los resultados resumidos. Bajo estos sistemas modelo, las formulaciones con un pH
superior a 6 mostraron problemas de estabilidad. Los analisis por HPLC revelaron ademas nuevos picos que
representaban productos de degradacion de APR-246.

Tabla 3: Contenido de APR-246 (%) en disoluciones con diferentes pHs después de 48 horas

pH pH de 4 pH de 5 pH de 6 pH de 7 pH de 9
Temperatura 4°C 25°C | 4°C |25°C | 4°C | 25°C | 4°C 25°C 4°C 25 °C
8-120 mg/ml 99,4 99,3 99,2 99,0 | 98,6 93,0 92,4 89,5' 89,1 88,97

en agua
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18 mg/ml en 88,7 | 885" | 86,8 | 88,1°

disolucion salina

99,6 99,5 99,3 | 993 | 98,0 | 92,6

L El estudio se interrumpié después de 12 horas; ° el estudio se interrumpié después de 9 horas; ° el estudio se

interrumpié después de 6 horas.
Ejemplo 2
Estudios de estabilidad de APR-246 en un sistema tampén

Para elucidar mas la estabilidad en disolucién acuosa y evaluar la necesidad de que la disolucion sea tamponada, se
han llevado a cabo estudios con APR-246 en disolucién salina con y sin tampodn de citrato. En la Tabla 4 se
presentan los resultados resumidos. Los resultados indican que la degradacion aumenta con el pH y la temperatura.
También se muestra que no es necesario que la disolucion sea tamponada; el pH es suficientemente estable sin
tampon.

Tabla 4: Estabilidad de APR-246 en disolucion con y sin tampén

Formulacion HPLC (porcentaje de area del componente principal, n 0 ajustado para el blanco)
40 °C 25°C
Inicio 1semana | 2 semanas 3 semanas 4 semanas 4 semanas
A: NaCl (9 mg/ml) 96% 95% 93% 93% 94% 96%
HCI (pH de 4)
B: NaCl (9 mg/ml) 94%" 83%" 87%" 88%" 87%* 94%*
citrato-Na 25 mM (pH de 4,5)
C: NaCl (9 mg/ml) 94%* 929" 929%* 929%* 91%* 95%*
citrato-Na 25 mM (pH de 4)

 El pico de tampoén de citrato resulta eluido al mismo tiempo que el pico 2 de degradacién.

Basandose en los resultados combinados de estos estudios, se concluye que una disolucién acuosa madre de APR-
246 en WFI con una concentracion salina de entre 0,5% y 1,0% y con un pH en el intervalo de entre 3,5 y 4,5, por
ejemplo, un pH de 4, es ventajosa para una formulacién clinica.

A partir del sistema modelo descrito se concluyd ademas que las formulaciones estandares son sensibles a la
esterilizacion térmica normal. En vez de ésta, la esterilizacion se llevo a cabo filtrando la formulaciéon de producto
final a través de un filtro estéril con un tamafio de poro nominal de 0,2 um en un recipiente limpiado y esterilizado. La
disolucién asi esterilizada puede ser luego distribuida en viales de vidrio limpios, estériles y exentos de pirégenos, de
tamafo apropiado, antes de la tapadura de los viales. La fabricacién fue en conformidad con las normas actuales
sobre Buenas Précticas de Fabricacion.

Ejemplo 3
Estudios sobre la estabilidad a largo plazo de APR-246 en un sistema acuoso

Se fabricaron disoluciones madre de APR-246 en una concentracion de aproximadamente 150 mg/ml en un pH de
3,9. El producto acabado consistia en 21,5 — 22,0 ml de producto farmacolégico asépticamente cargado en viales de
vidrio previamente esterilizados de 50 ml de capacidad. La fabricacion fue en conformidad con las normas de
Buenas Practicas de Fabricacion. En la Tabla 5 se presentan los resultados resumidos de dos lotes.

Tabla 5: Ensayo de estabilidad de APR-246 (150 mg/ml) en un sistema acuoso con un pH de 3,9-4,0
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N° de T Contenido de APR -246 en disolucién (%)
lote s
C) Inicial 1 mes 3 meses | 6 meses | 9 meses 12 meses 24 meses
1 5°C 99,5 99,6 99,3 99,4 99,3 99,3 98,9
1 25°C 99,5 99,2 98,7" 97,2" n.a. 96,3 Interrumpido
1 40 °C 99,5 97,2 94,0" Interrumpido®
2 5°C 99,8 99,5 99,7 99,6 99,6 99,6 n.a.
2 25°C 99,8 99,2 98,6" 98,0" 98,0" Interrumpido’

Formacioén de sélidos.
n.a. = no analizado.

Los datos de estabilidad a largo plazo del APR-246 formulado del modo descrito en esta memoria para uso clinico
indican que APR-246 es estable en la formulacion de la invencion, y se espera que no haya una degradacion
significativa a lo largo de un periodo de dos afios cuando el producto sea almacenado a 2-8 °C.

Ejemplo 4
Formulacion de una disolucion madre estable de APR-246 que contiene 150 mg/ml en un pH de 3,9

A una mezcla de HCI acuoso (1890 g, 5,03 M) y WFI (7960 g) en un recipiente esterilizado de 25 | de capacidad
provisto de una sonda de pH para control del pH, se afiadi6 NaCl (105 g) mientras se agitaba a temperatura
ambiental. Una vez que el NaCl estuvo totalmente disuelto, se afiadi6 APR-246 (1747 g) en porciones a la disolucién
agitada, lo que dio lugar a un pH de 4,75. Se afiadié HCI acuoso (11,1 ml, 5,03 M) en pequefias porciones para dar
lugar al ajuste del pH a un valor de 4,0. Se afiadié finalmente APR-246 (3,0 g) a la mezcla y se ajust6 el pH
resultante de 4,40 a 3,9 mediante la adicion cuidadosa de HCI acuoso (3,5 ml, 5,03 M). Finalmente se afiadié WFI
(484 g) a la mezcla mientras se agitaba durante 5 minutos mas.

La disolucion madre fue filtrada a través de un filtro Opticap XL4 (1,0/0,5 um) en recipientes de vidrio limpios y fue
luego adicionalmente filtrada a través de un filtro Kleenpak KA1 (0,22 um) en un recipiente estéril (zona de clase B).
La distribucién en los viales estériles y la tapadura con tapas/tapones estériles se llevaron a cabo bajo condiciones
asépticas (zona de clase A). Se examinaron los filtros en cuanto a su integridad y se tomaron muestras (viales) de la
produccion para los andlisis de ensayo y esterilidad asi como para la prueba de estabilidad. Utilizando el protocolo
descrito en esta memoria se fabricaron varios lotes, con los andlisis de ensayo y esterilidad bien dentro de los limites
especificados.

Ejemplo 5
Métodos analiticos

La cromatografia HPLC se llevd a cabo en un sistema Agilent serie 1100/1200 para HPLC utilizando una columna
Purospher Star RP-18e de 5 um (250 x 4,6 mm) a 20 °C. La temperatura de la muestra se ajusté a 5 °C mediante un
termostato. La deteccion se llevd a cabo por medio de un detector DAD UV/Vis a 210 nm. El caudal se ajust6 a 1,0
ml/min y el volumen de inyeccion fue 10 pl. La fase movil empleada fue un gradiente de tamp6n de fosfato (A) en
acetonitrilo (B): 0-5 minutos, 90% de A; 5-20 minutos, 70% de A; 20-35 minutos, 20% de A; 35-45 minutos, 90% de
A. Se obtuvo la calibracion utilizando disoluciones patron de APR-246 puro, recién preparadas antes de los andlisis.
La adquisicion de datos se llevé a cabo electronicamente. El método ha sido validado.

Ejemplo 6
Caracteristicas microbioldgicas

El producto farmacolégico APR-246 era un concentrado estéril para disolucion para infusién. La disolucién fue
esterilizada por filtracion de acuerdo con el método estandar de la Farmacopea Europea y fue asépticamente
cargada en viales.

Se investigd la posibilidad de someter la disolucion en el recipiente final a un tratamiento en autoclave, pero la
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degradacion resultdé demasiado acusada para permitir ese proceso. En la Tabla 6 se presentan los resultados
resumidos de dos lotes esterilizados a 121 °C.

Tabla 6: Resultados por HPLC-UV antes y después de someter unas disoluciones de 150 mg/ml de APR-246, pHs
de 4,0y 4,5, respectivamente, a tratamiento en autoclave (121 °C, 20 minutos)

pH de 4,0 pHde 4,5

APR-246 (%) inicial | APR-246 (%) después | APR-246 (%) inicial | APR-246 (%) después
de la esterilizacion de la esterilizacién

94,3 86 94 78,5

Ejemplo 7
Compatibilidad con bolsas para infusion

En este ejemplo se resumen los resultados de un estudio de compatibilidad del producto farmacolégico APR-246
(disolucién madre de 150 mg/ml) en seis bolsas para infusion, para confirmar las estabilidades fisica y quimica del
producto farmacologico en la disolucion de NaCl y la compatibilidad con bolsas para infusién y material de
dispositivos de tubos. El producto farmacolégico deberia ser diluido con una disolucién estéril de NaCl al 0,9% para
infusion hasta un volumen total de 500 ml antes de la administracion.

La duracion del estudio abarca un periodo mas alla de la finalizacién de la infusién al paciente. El estudio se disefi6
para una dosis minima de 0,15 mg/ml en el peor de los casos y una dosis maxima de 24 mg/ml en el peor de los
casos.

El factor importante para la interaccion entre el farmaco y el sistema de infusion es la relacién entre la superficie de
la bolsa para infusion y la cantidad de farmaco (mg/cmz), y la minima concentracion de farmaco representa el caso
mas acelerado para un estudio de compatibilidad. Se incluy6 la concentracién elevada para abarcar el intervalo de
dosis y para elucidar el pH de la disolucién final para infusion a lo largo de este intervalo de dosis.

El estudio se llevo a cabo a temperatura ambiental utilizando bolsas Baxter para infusion (Viaflo), lote namero
08F22E1C. En la Tabla 7 se presenta el disefio programado.

Tabla 7: Disefio de muestras

ID de la muestra | Muestreo Muestra
A Dia 0 150 mg/ml
X Dia 0 Liguido para infusion
B 9:30 Bolsa para infusién
C 12:00 Bolsa para infusion
D 14:30 Después de 30 minutos en tubo
E 17:00 Después de 30 minutos en tubo
F 07:30 Después de 30 minutos en tubo

Se prepararon tres bolsas para infusién para cada concentracién, "alta" y "baja". Se estudié una bolsa para infusién
al dia, que se preparé en el momento a partir de la disolucién madre de APR-246 refrigerada.

Concentracion baja

12
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Los resultados se presentan en la Tabla 8 y muestran una estabilidad satisfactoria a lo largo del intervalo del estudio.

Tabla 8: Ensayo de concentracion baja

APR-246 en el ensayo (mg/ml) pH
ID de la muestra  Tiempo (h) Baja 1l Baja 2 Baja 3 Bajo1 Bajo2 Bajo 3
Baja B 0,00 n.a. 0,179 0,168 5,7 5,7 5,8
Baja C 2,50 0,174 0,179 0,167 5,7 5,6 5,7
Baja D 5,00 0,173 0,179 0,167 5,8 5,6 5,8
Baja E 7,50 0,171 0,179 0,166 5,6 5,6 5,7
Baja F 22,00 0,170 0,179 0,165 5,6 5,6 5,7
RSD* 1,3% 0,2% 0,6%
Disminucion en el ensayo 2% 0% 2%

' La desviacién estandar relativa (RSD; del inglés, relative standard deviation) se basa en los valores medios de las
muestras B-F en las bolsas (salvo para Baja 1, donde el valor se basa en C-F).

n.a. = no analizado.
Concentracion alta
Los resultados se presentan en la Tabla 9 y muestran una estabilidad satisfactoria a lo largo del intervalo del estudio.

Tabla 9: Ensayo y pH de concentracion alta

APR-246 en el ensayo (mg/ml) pH
ID de la muestra  Tiempo (h) Alta 1 Alta 2 Alta 3 Alto 1 Alto 2 Alto 3
Alta B 0,00 20,706 21,023 20,671 4.4 4,2 4,2
Alta C 2,50 22,295 22,582 22,114 - 4,2 4,2
Alta D 5,00 22,173 22,532 22,101 4,3 4,2 4,2
Alta E 7,50 22,163 22,506 22,509 - 4,1 4,2
Alta F 22,00 22,415 22,531 21,858 4,2 4,3 4,2
RSD* 0,5% 0,1% 1,2%
Disminucion en el ensayo 0% 0% 1%

' La desviacion estandar relativa (RSD) se basa en los valores medios de las muestras C-F en las bolsas.

En conjunto, las tablas muestran que las disoluciones de concentraciones baja y alta en bolsas para infusion,
preparadas a partir de la formulacién liquida de APR-246 en concentracion de 150 mg/ml, son estables durante al
menos 22 horas.

De este modo, este ejemplo indica que se puede emplear una formulacién liquida de la invencién para preparar una
disolucién diluida y parenteralmente administrable que tenga una adecuada estabilidad que permita que sea
manipulada y administrada de un modo practico y seguro.

13
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Como se ha mostrado anteriormente en esta memoria, mediante la presente invencidbn se proporciona una
composicion liquida, estable frente al almacenamiento, que comprende un compuesto de acuerdo con la formula (1)
como se define en esta memoria 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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REIVINDICACIONES

1. Una disolucion acuosa de un compuesto de férmula (1)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde:

R! es seleccionado de entre H y -CH,-O-R%;

R? es -CH»-O-R%: y

cada R® es independientemente seleccionado de entre H y metilo; y
un agente regulador del pH;

en donde la disolucion acuosa tiene un pH de 3,0 a 5,0.

2. La disolucién acuosa segun la Reivindicacién 1, en donde el compuesto es seleccionado de entre 2-(hidroximetil)-
2-(metoximetil)quinuclidin-3-ona y 2,2-bis(hidroximetil)quinuclidin-3-ona.

3. La disolucion acuosa segun la Reivindicacion 2, en donde el compuesto es 2-(hidroximetil)-2-
(metoximetil)quinuclidin-3-ona.

4. La disolucion acuosa segun la Reivindicacion 2, en donde el compuesto es 2,2-bis(hidroximetil)quinuclidin-3-ona.

5. La disolucion acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4, que comprende al menos un agente
terapéuticamente activo mas.

6. La disolucién acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-5, que tiene un pH de entre 3,0y 4,5.

7. La disolucién acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, en donde el compuesto de férmula (l) esta
presente en la disolucién acuosa en una concentracion de 10 mg/ml a 250 mg/ml.

8. La disolucién acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-7, en donde la disolucién acuosa comprende
NaCl en una concentracion de 0 a 3% en peso por volumen.

9. La disolucién acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, para uso en terapia.

10. La disolucién acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, para uso en el tratamiento de un trastorno
seleccionado de entre enfermedades hiperproliferativas, enfermedades autoinmunes y enfermedades cardiacas.

11. Uso de una disoluciéon acuosa segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno seleccionado de entre enfermedades hiperproliferativas,
enfermedades autoinmunes y enfermedades cardiacas.
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