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DESCRIPCION
Compuestos y procedimientos para la administracién de analogos de prostaciclina.
Referencia cruzada a solicitudes de patente relacio  nadas

La presente solicitud reivindica los derechos de la solicitud provisional de patente US n° de serie 60/472.407,
presentada el 22 de mayo de 2003.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de manera general a analogos de prostaciclina y procedimientos para la utilizacion
de los mismos en el fomento de la vasodilatacion, la inhibicién de la agregacion plaquetaria y la formacion de
trombos, la estimulacion de la trombolisis, la inhibicién de la proliferacion celular (incluyendo el remodelado
vascular), la provisién de citoproteccion, la prevencion de la aterogénesis y la induccion de angiogénesis. Mediante
dichos mecanismos miméticos de las prostaciclinas, los compuestos de la presente invencion pueden utilizarse en el
tratamiento de/para: la hipertension pulmonar, las enfermedades isquémicas (por ejemplo la enfermedad vascular
periférica, el fendmeno de Raynaud, la esclerodermia, la isquemia miocardica, el ictus isquémico y la insuficiencia
renal), la insuficiencia cardiaca (incluyendo la insuficiencia cardiaca congestiva), condiciones que requieren
anticoagulacion (por ejemplo post-IM y la cirugia poscardiaca), la microangiopatia trombotica, la circulacion
extracorporea, la oclusién de la vena retiniana central, la ateroesclerosis, las enfermedades inflamatorias (por
ejemplo la EPOC vy la soriasis), la hipertension (por ejemplo la preeclampsia), la reproduccién y el parto, el cancer u
otras condiciones del crecimiento celular no regulado, la conservaciéon de células/tejidos y otras areas terapéuticas
emergentes en las que el tratamiento con prostaciclina aparentemente presenta un papel beneficioso. Estos
compuestos también han demostrado un beneficio aditivo o sinérgico en combinacién con otros agentes
cardiovasculares (por ejemplo bloqueantes del canal del calcio, inhibidores de fosfodiesterasa, antagonistas
endoteliales y agentes antiplaquetarios).

Antecedentes de la invencion

Muchos valiosos compuestos farmacolégicamente activos no pueden administrarse eficazmente por via oral debido
a muchos motivos y generalmente se administran por las vias intravenosa o intramuscular. Estas vias de
administracion generalmente requieren la intervencion de un médico u otro profesional del cuidado sanitario y
pueden conllevar molestias considerables, asi como potencialmente un traumatismo local en el paciente.

Un ejemplo de dicho compuesto es el treprostinil, un andlogo quimicamente estable de la prostaciclina. Aunque el
treprostinil sodio (Remodulin®) ha sido autorizado por la Food and Drug Administration (FDA) para la administracion
subcuténea, el treprostinil como &cido libre presenta una biodisponibilidad oral absoluta inferior a 10%. De acuerdo
con lo anterior, existe un interés clinico en la provision de treptostinil por via oral.

De esta manera, existe un procedimiento seguro y eficaz para incrementar la disponibilidad sistémica del treprostinil
mediante la administracion de treprostinil o analogos del treprostinil.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un compuesto que presenta la estructura I:
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En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una formulaciéon farmacéutica que comprende el
compuesto de estructura | y un portador farmacéuticamente aceptable.

En todavia otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a la utilizacion de una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un compuesto que presenta la estructura | para la preparacion de un medicamento oral
destinado al tratamiento de una enfermedad seleccionada de entre hipertension pulmonar, enfermedad vascular
periférica, insuficiencia renal, fendmeno de Raynaud o escleroderma.

La presente invencién proporciona ademas compuestos para la utilizacién en el tratamiento de la hipertension
pulmonar, las enfermedades isquémicas, la insuficiencia cardiaca, las condiciones que requieren anticoagulacion, la
microangiopatia trombdtica, la circulacion extracorpérea, la oclusion de la vena retiniana central, la ateroesclerosis,
las enfermedades inflamatorias, la hipertension, la reproduccion y el parto, el cancer u otras condiciones de
crecimiento celular no regulado, conservaciéon de las células/tejidos y otras areas terapéuticas emergentes en las
que el tratamiento con prostaciclina aparentemente presenta un papel beneficioso.

La biodisponibilidad oral del compuesto es superior a la biodisponibilidad oral del treprostinil, tal como por lo menos
50% o 100% superior a la biodisponibilidad oral del treprostinil. Los presentes procedimientos pueden comprender
ademas la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de glucoproteina P,
simultaneamente, secuencialmente o antes de la administracion del compuesto de estructura |. En algunas formas
de realizacién, el inhibidor de glucoproteina P se administra por via oral o intravenosa. Los procedimientos dados a
conocer pueden utilizarse para tratar la hipertension pulmonar.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para incrementar la biodisponibildiad oral del
treprostinii o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende administrar una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de glucoproteina P y administrar por via oral una cantidad
farmacéuticamente eficaz de treprostinil en un sujeto. En algunas determinadas de entre dichas formas de
realizacién, el inhibidor de glucoproteina P se administra antes o simultAneamente al treprostinil. La via de
administracion del inhibidor de glucoproteina P puede variar, tal como la via oral o la via intravenosa. La presente
invencion proporciona ademas una composicion que comprende treprostinil o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y un inhibidor de glucoproteina P.

El presente compuesto puede administrarse ademas por via topica o transdérmica.

Se proporcionan unas formulaciones farmacéuticas segun la presente invencidon que incluyen cualquiera de los
compuestos mencionados anteriormente en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos mencionados anteriormente también pueden utilizarse para tratar el cancer.

Resultaran evidentes objetos, caracteristicas y ventajas adicionales de la invencion a partir de la descripcion
detallada, a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

las figuras 1A y 1B muestran las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo para la administracion
intravenosa e intraportal, respectivamente, de sal dietanolamina de treprostinil en ratas, tal como se indica en el
ejemplo de referencia 1.

las figuras 2A, 2B y 2C muestran las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo para la administracion
intraduodenal, intracolénica y oral, respectivamente, de sal dietanolamina de treprostinil en ratas tal como se
indica en el ejemplo de referencia 1.

la figura 3 muestra en una escala logaritmica las curvas de concentracion plasmatica promedio frente al tiempo
para las vias de administracion indicadas en el ejemplo de referencia 1.

la figura 4 es una representacion gréfica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para el
treprostinil en ratas tras la administracion oral en ratas de metil-éster de treprostinil tal como se indica en el
ejemplo de referencia 2.

la figura 5 es una representacion gréfica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para el
treprostinil en ratas tras la administracion oral en ratas de bencil-éster de treprostinil tal como se indica en el
ejemplo de referencia 2.

la figura 6 es una representacion gréfica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para el
treprostinil en ratas tras la administracion oral en ratas de treprostinil diglicina tal como se indica en el ejemplo de
referencia 2.
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la figura 7 es una representacion gréafica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo en ratas tras la
administracion oral en ratas de bencil-éster de treprostinil (0,5 mg/kg) y treprostinil diglicina (0,5 mg/kg) tal como
se indica en el ejemplo de referencia 2 en comparacion con treprostinil (1 mg/por cada kg).

la figura 8 es una representacion grafica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para treprostinil
en ratas tras la administracion intraduodenal de monofosfato de treprostinil (anillo) tal como se indica en el
ejemplo de referencia 3.

la figura 9 es una representacion grafica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para treprostinil
en ratas tras la administracién intraduodenal de treprostinil monovalina (anillo) tal como se indica en el ejemplo
de referencia 3.

la figura 10 es una representacion gréfica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para
treprostinil en ratas tras la administracion intraduodenal de treprostinil monoalanina (anillo) tal como se indica en
el ejemplo de referencia 3.

la figura 11 es una representacion gréfica de la curva de concentracion plasmatica frente al tiempo para
treprostinil en ratas tras la administracion intraduodenal de treprostinil monoalanina (cadena) tal como se indica
en el ejemplo de referencia 3, y

la figura 12 es una representacion grafica de la curva de concentracién plasmatica frente al tiempo para cada
profarmaco en comparacion con treprostinil solo del ejemplo de referencia 1, tal como se indica en el ejemplo de
referencia 3. Se administro treprostinil a una dosis de 1 mg/kg, mientras que los profarmacos se administraron a
una dosis de 0,5 mg/kg.

las figuras 13A-13D muestran las dosis, administradas cada dos horas en cuatro dosis, para 0,05 mg por dosis
(total=0,2 mg), 0,125 mg por dosis (total=0,5 mg), 0,25 mg por dosis (total=1,0 mg) o 0,5 mg por dosis (total=2,0
mg), respectivamente.

la figura 14 muestra los perfiles farmacocinéticos de los comprimidos de liberacion sostenida UT-15C y de las
capsulas de liberacion sostenida, en estado de ayuno y en el estado alimentado.

la figura 15 muestra un espectro de difraccion de rayos X de los polvos del polimorfomo Forma A.
la figura 16 muestra un espectro de IR del polimorfo Forma A.
la figura 17 muestra un espectro de Raman del polimorfo Forma A.
la figura 18 muestra los datos térmicos del polimorfo Forma A.
la figura 19 muestra los datos de sorcion de humedad del polimorfo Forma A.
la figura 20 muestra el espectro de difraccion de rayos X de los polvos del polimorfo Forma B.
la figura 21 muestra los datos térmicos del polimorfo Forma B.
la figura 22 muestra los datos de sorcion de humedad del polimorfo Forma B.
Descripcion detallada de la invencion

A menos que se indique lo contrario, "un" o "una se refiere a "uno o mas". La presente invencién proporciona
compuestos y procedimientos para inducir efectos de tipo prostaciclina en un sujeto o paciente. Los compuestos
proporcionados en la presente memoria pueden formularse en formulaciones farmacéuticas y medicamentos que
resultan Utiles en los procedimientos de la invencion. La invencién proporciona ademds la utilizacion de los
compuestos en la preparacion de medicamentos y formulaciones farmacéuticas y para la utilizacion de los
compuestos en el tratamiento de condiciones biolégicas relacionadas con una actividad insuficiente de las
prostaciclinas tal como se describe de manera general en la seccion de campo de la invencién. La presente
invencion proporciona ademas compuestos y procedimientos para el tratamiento del céncer y trastornos
relacionados con el cancer.

El treprostinil es un analogo quimicamente estable de prostaciclina y, como tal, es un potente vasodilatador e
inhibidor de la agregacion plaquetaria. La sal sédica del treprostinil, sal monosédica del acido (1R,2R,3aS,9aS)-
[[2,3,3a,4,9,9a-hexahidro-2-hidroxi-1-[(3S)-3-hidroxioctil]-1H-benz[flindén-5-il|oxi]acético, se comercializa en forma
de una solucién para inyeccion con la denominacion Remodulin®, que ha sido autorizada por la Food and Drug
Administration (FDA) para el tratamiento de la hipertension pulmonar. La presente invencion es la sal dietanolamina
de treprostinil. La presente invencion incluye ademas polimorfos de los compuestos anteriormente indicados,
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describiéndose dos formas, A y B, en los ejemplos, a continuacion. De las dos formas, B resulta preferida. Una
forma de realizacion particularmente preferida de la presente invencién es la forma B de treprostinil dietanolamina.

El compuesto de la presente invencion también puede proporcionarse mediante la modificacion de los compuestos
proporcionados en las patentes US n° 4.306.075 y n°® 5.153.222 o la patente n® GB2070597.

Generalmente, los compuestos indicados en la presente memoria presentan una biodisponibilidad oral mejorada en
comparacion con la biodisponibilidad oral del treprostinil, en forma de &cido libre o de sal. Los compuestos indicados
pueden presentar una biodisponibilidad oral que es por lo menos 25%, 50%, 100%, 200%, 400% o mas de la
biodisponibilidad oral del treprostinil. La biodisponibilidad oral absoluta de dichos compuestos puede estar
comprendida entre 10%, 15%, 20%, 25%, 30% y 40%, 45%, 50%, 55%, 60% o superior al administrarlos por via
oral. En comparacion, la biodisponibilidad oral absoluta del treprostinil es del orden de 10%, aunque el treprostinil
sodio presenta una biodisponibilidad absoluta de aproximadamente 100% al administrarlo mediante infusién
subcutéanea.

Tal como entenderd el experto en la materia, para cualquier y todo propdsito, en particular en términos de
proporcionar una descripcion escrita, todos los intervalos dados a conocer en la presente memoria, y en particular
los intervalos de biodisponibilidad indicados en la presente memoria también comprenden cualquiera y todos los
subintervalos posibles y combinaciones de subintervalos de los mismos. A modo de mero ejemplo, un intervalo de
20% a 40% puede descomponerse en los intervalos de 20% a 32,5% y 32,5% a 40%, 20% a 27,5% y 27,5% a 40%,
etc. Puede reconocerse facilmente que un intervalo listado describe suficientemente y permite que el mismo
intervalo se descomponga en por lo menos mitades, tercios, cuartos, quintos, décimos iguales, etc. A titulo de
ejemplo no limitativo, cada intervalo comentado en la presente memoria puede descomponerse facilmente en un
tercio inferior, tercio medio y tercio superior, etc. Tal como también entendera el experto en la materia, toda
expresion tal como "hasta”, "por lo menos", "superior a", "inferior a", "mas de" y similares incluye el nimero indicado
y se refiere a intervalos que seguidamente pueden descomponerse en subintervalos tal como se ha comentado
anteriormente. De la misma manera, todas las proporciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen
ademas todos los subintervalos comprendidos dentro de la proporcion mas amplia.

La administracion de dichos compuestos puede realizarse mediante cualquier via por la que el compuesto se
encuentre biodisponible en cantidades eficaces, incluyendo las vias oral y parenteral. Los compuestos pueden
administrarse por via intravenosa, tépica, subcuténea, intranasal, rectal, intramuscular, transdérmica o mediante
otras vias parenterales. Al administrarlos por via oral, los compuestos pueden administrarse en cualquier forma de
administracion conveniente, incluyendo, por ejemplo, capsulas, comprimidos, liquidos, suspensiones y similares.

Los ensayos han demostrado que el treprostinil puede resultar irritante al contacto con la piel. En contraste, algunos
de los compuestos dados a conocer en la presente memoria, generalmente como profarmacos del treprostinil, no
son irritantes para la piel. De acuerdo con lo anterior, los presentes compuestos resultan muy adecuados para la
administracion topica o transdérmica.

Al administrarlos en un sujeto, los compuestos anteriormente indicados y en particular los compuestos de estructura
I, son miméticos de la prostaciclina y resultan Gtiles en el tratamiento de condiciones y trastornos con vasodilatacion
y/o inhibiciobn de la agregacién plaquetaria u otros trastornos en los que la prostaciclina ha demostrado ser
beneficiosa, tal como en el tratamiento de la hipertension pulmonar. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la
presente invencién proporciona procedimientos para inducir efectos de tipo prostaciclina en un sujeto,
comprendiendo la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de los compuestos indicados en la
presente memoria de estructura |, anteriormente, preferentemente por via oral, en un paciente que requiere de dicho
tratamiento. A titulo de ejemplo, los efectos vasodilatadores de los presentes compuestos pueden utilizarse para
tratar la hipertension pulmonar, que resulta de diversas formas de enfermedad de los tejidos conectivos, tales como
el lupus, la esclerodermia o la enfermedad mixta del tejido conectivo. De esta manera, estos compuestos resultan
utiles para el tratamiento de la hipertension pulmonar.

El compuesto administrado puede presentar una biodisponibilidad oral que es por lo menos 25%, 50%, 100%, 200%
0 400% de la biodisponibilidad oral del treprostinil. Resulta generalmente preferido administrar compuestos que
presentan biodisponibilidades orales absolutas mas elevadas, tales como 15%, 20%, 25%, 30% y 40%, 45%, 50%,
55%, 60% o superiores al administrarlos por via oral.

Se ha descubierto que el treprostinil inhibe la metastasis de las células de cancer, tal como se da a conocer en la
solicitud de patente US n° de serie 10/006.197, presentada el 10 de diciembre de 2001 y el n° de serie 10/047.802,
presentada el 16 de enero de 2002.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, los compuestos indicados anteriormente de estructura | también pueden
utilizarse en el tratamiento del cancer y trastornos relacionados con el cancer, y de esta manera la presente
invencidn proporciona composiciones y procedimientos farmacéuticos para el tratamiento del cancer. Pueden
conseguirse formulaciones y procedimientos adecuados de utilizacion de los presentes compuestos mediante la
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sustitucién de los compuestos de la presente invencion de estructura | por los compuestos activos dados a conocer
en las solicitudes de patente US n° de serie 10/006.197 y n°® 10/047.802, presentadas el 16 de enero de 2002.

La sintesis del compuesto de estructura | puede llevarse a cabo de la manera siguiente:
Sintesis de tritreprostinil dietanolamina (UT-15C)

Se disolvi6é &cido treprostinilo en una mezcla de proporcion molar 1:1 de etanol: agua y se afadié y disolvid
dietanolamina. Se calent6 la solucion y se afiadié acetona como antisolvente bajo enfriamiento.

Existen dos barreras principales a la administracion del treprostinil en el sistema circulatorio. Una de estas barreras
es que el treprostinil experimenta un efecto de primer paso elevado. Tras la primera circulacion por el higado,
aproximadamente el 60% de los niveles plasmaticos de treprostinil han sido metabolizados, dejando solo
aproximadamente 40% de la dosis absorbida. Ademas, una barrera importante a la administracion oral del
treprostinil es que el compuesto es susceptible de un mecanismo de flujo de salida en el tracto gastrointestinal. La
permeabilidad del treprostinil se ha medido a través de monocapas de células Caco-2. Se midi6 la tasa de transporte
apical a basal en 1,39x10° cm/s, que es indicativa de un compuesto altamente permeable. Sin embargo, la tasa de
transporte basal a apical era de 12,3x10° cm/s, lo que sugiere que el treprostinil es expulsado eficientemente del
lado seroso al lado luminal de las células epiteliales. Estos datos sugieren que el treprostinil es susceptible a la
glucoproteina P, un transportador multifarmaco unido a la membrana. Se cree que la bomba de flujo de salida de
glucoproteina P evita que determinados compuestos farmacéuticos atraviesen las células mucosales del intestino
delgado vy, por lo tanto, resulten absorbidos a la circulacién sistémica.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden el compuesto de estructura | en combinacién con uno o més inhibidores de glucoproteina P. Se ha
demostrado que varios agentes farmacoldgicos no citotdxicos conocidos inhiben la glucoproteina P, dados a conocer
en las patentes US n° 6.451.815, n°® 6.469.022 y n°® 6.171.786.

Entre los inhibidores de glucoproteina P se incluyen formas solubles en agua de vitamina E, polietilenglicol,
poloxameros, incluyendo Pluronic F-68, dxido de polietileno, derivados de aceite de ricino polioxietileno, incluyendo
Cremophor EL y Cremophor RH 40, crisina, (+)-taxifolina, naringenina, diosmina, quercetina, ciclosporina A (también
conocida como ciclosporina), verapamilo, tamoxifeno, quinidina, fenotiazinas y 9,10-dihidro-5-metoxi-9-oxo-N-[4-[2-
(1,2,3,4-tetrahidro-6, 7-dimetoxi- 2-isoquinolinil)etilfenil]-4-acridin-carboxamida o una sal de la misma.

Los polietilenglicoles (PEG) son polimeros liquidos y sélidos de férmula general HHOCH,CH),OH, en la que n es
superior o igual a 4, que presentan diversos pesos moleculares medios comprendidas entre aproximadamente 200 y
aproximadamente 20.000. Los PEG también son conocidos como alfa-hidro-omega-hidroxipoli-(oxi-1,2-
etanodiil)polietilenglicoles. Por ejemplo, PEG 200 es un polietilenglicol en el que el valor medio de n es 4 y el peso
molecular medio de entre aproximadamente 190 y aproximadamente 210. PEG 400 es un polietilenglicol en el que el
valor medio de n estd comprendido entre 8,2 y 9,1 y el peso molecular medio es de entre aproximadamente 380 y
aproximadamente 420. De manera similar, PEG 600, PEG 1500 y PEG 4000 presentan valores medios de n de
entre 12,5y 13,9, de entre 29 y 36 y de entre 68 y 84, respectivamente, y pesos moleculares medios de entre 570 y
630, de entre 1.300 y 1.600 y de entre 3.000 y 3.700, respectivamente, y PEG 1000, PEG 6000 y PEG 8000
presentan pesos moleculares medios de entre 950 y 1.050, de entre 5.400 y 6.600 y de entre 7.000 y 9.000,
respectivamente. Los polietilenglicoles de peso molecular medio variable de entre 200 y 20.000 son bien conocidos y
apreciados en la técnica farmacéutica y se encuentran facilmente disponibles.

Los polietilenglicoles preferidos para la utilizacion en la presente invencién son polietilenglicoles que presentan un
peso molecular medio de entre aproximadamente 200 y aproximadamente 20.000. Los polietilenglicoles mas
preferidos presentan un peso molecular medio de entre aproximadamente 200 y aproximadamente 8.000. Mas
especificamente, los polietilenglicoles mas preferidos para la utilizacién en la presente invencion son PEG 200, PEG
400, PEG 600, PEG 1000, PEG 1450, PEG 1500, PEG 4000, PEG 4600 y PEG 8000. Los palietilenglicoles mas
preferidos para la utilizacion en la presente invencion son PEG 400, PEG 1000, PEG 1450, PEG 4600 y PEG 8000.

El polisorbato 80 es un éster de oleato de sorbitol y sus anhidridos copolimerizados con aproximadamente 20 moles
de 6xido de etileno por cada mol de sorbitol y anhidridos de sorbitol. El polisorbato 80 esta constituido de derivados
de sorbitdn mono-9-octadecanoato poli(oxi-1,2-etandiilo). El polisorbato 80, también conocido como Tween 80, es
bien conocido y apreciado en la técnica farmacéutica y se encuentra facilmente disponible.

La vitamina E soluble en agua, también conocida como succinato de d-alfa-tocoferil polietilenglicol 1000 [TPGS], es
un derivado soluble en agua de vitamina E de origen natural. El TPGS puede prepararse mediante la esterificacion
del grupo &cido del succinato cristalino del acido d-alfa-tocoferilico con polietilenglicol 1000. Este producto es bien
conocido y apreciado en la técnica farmacéutica y se encuentra facilmente disponible. Por ejemplo, un producto de
vitamina E soluble en agua se encuentra disponible comercialmente de Eastman Corporation como vitamina E
TPGS.
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La naringenina es el compuesto bioflavonoide 2,3-dihidro-5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona y
también es conocido como 4',5,7-trihidroxiflavanona. La naringenina es la aglucona de la naringina, que es un
producto natural que se encuentra en la fruta y corteza del pomelo. La naringina se encuentra facilmente disponible
para el publico a partir de proveedores comerciales.

La quercetina es el compuesto bioflavonoide 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona y también
es conocido como 3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona. La quercetina es la aglucona de la quercitrina, de la rutina y de
otros glucésidos. La quercetina se encuentra facilmente disponible para el publico a partir de proveedores
comerciales.

La diosmina es el compuesto glucosido flavonico natural 7-[[6-O-6-desoxi-alfa-L-manopiranosil)-beta-D-
glucopiranosil]oxi]-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona. La diosmina puede aislarse a partir
de diversas fuentes vegetales, incluyendo frutas de citricos. La diosmina se encuentra facilmente disponible para el
publico a partir de proveedores comerciales.

La crisina es el compuesto natural 5,7-dihidroxi-2-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona, que puede aislarse a partir de
diversas fuentes vegetales. La crisina se encuentra faciimente disponible para el publico a partir de proveedores
comerciales.

Los poloxameros son copolimeros en bloque de alfa-hidro-omega-
hidroxipoli(oxietilén)poli(oxipropilén)poli(oxietileno). Los poloxameros son una serie de copolimeros en bloque
estrechamente relacionados de 6xido de etileno y éxido de propileno que se ajustan a la formula general
HO(C2H40)a(C3HeO)n(C2H40)aH. Por ejemplo, el poloxdmero 124 es un liquido en el que "a" es 12 y "b" es 20, y que
presenta un peso molecular medio de entre aproximadamente 2.090 y aproximadamente 2.360; el poloxamero 188
es un solido en el que "a" es 80 y "b" es 27, y que presenta un peso molecular medio de entre aproximadamente
7.680 y aproximadamente 9.510; el poloxamero 237 es un s6lido en el que "a" es 64 y "b" es 37, y que presenta un
peso molecular medio de entre aproximadamente 6.840 y aproximadamente 8.830; el poloxamero 338 es un sdlido
en el que "a" es 141 y "b" es 44, y que presenta un peso molecular medio de entre aproximadamente 12.700 y
aproximadamente 17.400, y el poloxamero 407 es un sélido en el que "a" es 101 y "b" es 56, y que presenta un peso
molecular medio de entre aproximadamente 9.840 y aproximadamente 14.600. Los poloxameros son bien conocidos
y apreciados en la técnica farmacéutica y se encuentran facilmente disponibles comercialmente. Por ejemplo,
Pluronic F-68 es un poloxamero disponible comerciaimente de BASF Corp. Los poloxameros preferidos para la
utilizacion en la presente invencion son poloxameros tales como poloxamero 188, Pluronic F-68 y similares.

Los derivados de aceite de ricino polioxietileno son una serie de materiales obtenidos haciendo reaccionar
cantidades variables de Oxido de etileno con aceite de ricino o aceite de ricino hidrogenado. Estos derivados de
aceite de ricino polioxietileno son bien conocidos y apreciados en la técnica farmacéutica y se encuentran
disponibles comercialmente varios tipos diferentes de material, incluyendo los Cremophors disponibles de BASF
Corporation. Los derivados de aceite de ricino polioxietileno son mezclas complejas de diversos componentes
hidrofobos e hidrofilicos. Por ejemplo, en el aceite de ricino de polioxilo 35 (también conocido como Cremophor EL),
los constituyentes hidréfobos comprenden aproximadamente 83% de la mezcla total, siendo el componente
principal, ricinoleato de glicerol polietilenglicol. Entre otros constituyentes hidréfobos se incluyen ésteres de acido
graso de polietilenglicol conjuntamente con cierta cantidad de aceite de ricino no modificado. La parte hidrdfila del
aceite de ricino de polioxilo 35 (17%) consiste de polietilenglicoles y etoxilatos de glicerilo.

En el aceite de ricino hidrogenado de polioxilo 40 (Cremophor RH 40), aproximadamente 75% de los componentes
de la mezcla son hidr6fobos. Dichos componentes comprenden principalmente ésteres de acido graso de glicerol
polietilenglicol y ésteres de acido graso de polietilenglicol. La parte hidréfila consiste de polietilenglicoles y etoxilatos
de glicerol. Los derivados de aceite de ricino polioxietileno preferidos para la utilizacién en la presente invencion con
aceite de ricino de polioxilo 35, tal como Cremophor EL, y aceite de ricino hidrogenado de polioxilo 40, tal como
Cremophor RH 40. Cremophor EL y Cremophor RH 40 se encuentran disponibles comercialmente de BASF
Corporation.

El 6xido de polietilieno es un homopolimero no iénico de 6xido de etileno que se ajusta a la férmula general
(OCH,CH2)n en la que n representa el nimero medio de grupos de oxietileno. Los 6xidos de polietileno se
encuentran disponibles en diversos grados que son bien conocidos y apreciados por la técnica farmacéutica y se
encuentran disponibles comercialmente varios tipos diferentes de material. El grado preferido de 6xido de polietileno
es NF y similares, los cuales se encuentran disponibles comercialmente.

La (+)-taxifolina es (2R-trans)-2-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-dihidro-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona. Otros nombres
comunes para (+)-taxifolina son (+)-dihidroquercetina, 3,3',4',5,7-pentahidroxi-flavanona, diquertina, taxifoliol y
distilina. La (+)-taxifolina es bien conocida y apreciada en la técnica farmacéutica y comercialmente se encuentra
facilmente disponible.

El inhibidor de glucoproteina P referente para la utilizacion en la presente invencion es la vitamina E soluble en
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agua, tal como la vitamina E TPGS vy los polietilenglicoles. De los polietilenglicoles, los inhibidores de glucoproteina
P mas preferidos son PEG 400, PEG 1000, PEG 1450, PEG 4600 y PEG 8000.

La administracion de un inhibidor de glucoproteina P puede ser mediante cualquier via por la que el inhibidor de
glucoproteina P se encontrara biodisponible en cantidades eficaces, incluyendo las vias oral y parenteral. Aunque la
administracion oral resulta preferida, los inhibidores de glucoproteina P también pueden administrarse por via
intravenosa, topica, subcutanea, intranasal, rectal, intramuscular o por otras vias parenterales. En el caso de que se
administre por via oral, el inhibidor de glucoproteina P puede administrarse en cualquier forma de administracion
conveniente, incluyendo, por ejemplo, capsulas, comprimidos, liquidos, suspensiones y similares.

Generalmente, una cantidad inhibidora eficaz de glucoproteina P de un inhibidor de glucoproteina P es aquella
cantidad que resulta eficaz para proporcionar la inhibicion de la actividad del sistema de transporte activo mediado
por glucoproteina P presente en el intestino. Una cantidad de inhibicion de la glucoproteina P eficaz puede variar
entre aproximadamente 5 mg y aproximadamente 1.000 mg de inhibidor de glucoproteina P como dosis diaria
dependiendo del inhibidor de glucoproteina P particular seleccionado, la especie de paciente que debe tratarse, el
régimen de administracion y otros factores que se encuentran perfectamente comprendidos dentro de las
capacidades que posee el experto ordinario en las técnicas médicas para la evaluacion y valoraciéon. Sin embargo,
una cantidad preferida tipicamente es de entre aproximadamente 50 mg y aproximadamente 500 mg, y una cantidad
mas preferida tipicamente es de entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente 500 mg. Las cantidades
anteriormente indicadas de un inhibidor de glucoproteina P pueden administrarse entre una y multiples veces al dia.
Tipicamente en la administracion oral, las dosis se administran en un régimen que requiere una, dos o tres dosis al
dia.

En el caso de que se seleccione vitamina E soluble en agua o un polietilenglicol como inhibidor de glucoproteina P,
una cantidad preferida tipicamente sera de entre aproximadamente 5 mg y aproximadamente 1.000 mg; una
cantidad mas preferida tipicamente serd de entre aproximadamente 50 mg y aproximadamente 500 mg y una
cantidad preferida adicional tipicamente sera de entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente 500 mg. La
cantidad més preferida de vitamina E soluble en agua o un polietilenglicol sera de entre aproximadamente 200 mg y
aproximadamente 500 mg. Las cantidades anteriormente indicadas de vitamina E soluble en agua o polietilenglicol
pueden administrarse entre una y multiples veces cada dia. Tipicamente, las dosis se administran en un régimen
que requiere una, dos o tres dosis al dia, resultando preferidas unay dos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "coadministracion” se refiere a la administracion en un
paciente de tanto un compuesto que presenta propiedades vasodilatadoras y/o inhibidoras de la agregacion
plaquetaria, incluyendo los compuestos indicados en las patentes US n° 4.306.075 y n° 5.153.222 que incluyen la
estructura | indicada en la presente memoria, como un inhibidor de glucoproteina P de manera que el efecto
farmacologico del inhibidor de glucoproteina P en la inhibicion del transporte mediado por la glucoproteina P en el
intestino es manifiesto en el momento en que esta absorbiendo el compuesto por el mismo. Evidentemente el
compuesto y el inhibidor de glucoproteina P pueden administrarse en tiempos diferentes o concurrentemente. Por
ejemplo, el inhibidor de glucoproteina P puede administrarse en el paciente en un tiempo anterior a la administracién
del compuesto terapéutico, de manera que se pretrate el paciente en preparacion de la administracion del
compuesto vasodilatador. Ademas, puede resultar conveniente que el paciente resulte pretratado con el inhibidor de
glucoproteina P de manera que se alcancen niveles de equilibrio del inhibidor de glucoproteina P antes de la
administracion de la primera dosis del compuesto terapéutico. También se encuentra contemplado que los
compuestos vasodilatadores y/o inhibidores de la agregacién plaquetaria y el inhibidor de glucoproteina P se
administran esencialmente de manera concurrente en formas de administracion separadas o en la misma forma de
administracion oral.

La presente invencion proporciona ademas que el compuesto vasodilatador y/o inhibidor de la agregacion
plaquetaria y el inhibidor de glucoproteina P puedan administrarse en formas de administracién separadas o en la
misma forma de administracion oral combinada. La coadministracion del compuesto y el inhibidor de glucoproteina P
puede llevarse a cabo convenientemente mediante la administracion oral de una forma de administracién combinada
que contenga tanto el compuesto como el inhibidor de glucoproteina P.

De esta manera, una forma de realizacion adicional de la presente invencién es una composicion farmacéutica de
combinacién para la administracion oral que comprende una cantidad eficaz vasodilatadora y de inhibicion de la
agregacion plaquetaria de un compuesto indicado en la presente memoria y una cantidad eficaz de inhibicion de la
glucoproteina P de un inhibidor de glucoproteina P. Dicha forma de administracion oral de combinacion puede
proporcionar la liberacién inmediata de tanto el compuesto vasodilatador y/o inhibidor de la agregacion plaquetaria
como de inhibidor de la glucoproteina P o puede proporcionar la liberacién sostenida de compuesto vasodilatador
y/o compuesto inhibidor de la agregacion plaquetaria, de inhibidor de glucoproteina P o de ambos. El experto en la
materia podra determinar facilmente las propiedades apropiadas de la forma de administracién de combinacion de
manera que se consiga el efecto deseado de coadministracion del compuesto vasodilatador y/o inhibidor de la
agregacion plaquetaria y del inhibidor de la glucoproteina P.
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De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona una mejora de la biodisponibilidad de un farmaco de
estructura | mediante la coadministracién de un inhibidor de la glucoproteina P. Mediante la coadministracion de
dichos compuestos y un inhibidor de glucoproteina P, puede incrementarse la cantidad total del compuesto respecto
a la que circularia de otro modo en la sangre en ausencia del inhibidor de glucoproteina P. De esta manera, la
coadministracién segun la presente invencion puede provocar un incremento del area bajo la curva (ABC) de los
presentes compuestos respecto al observado al administrar los compuestos separadamente.

Tipicamente, la biodisponibilidad se evalta midiendo la concentracion de farmaco en la sangre en diversos puntos
del tiempo después de la administracion del farmaco, seguido de la integraciéon de los valores obtenidos durante el
tiempo, rindiendo la cantidad total de farmaco circulante en la sangre. Esta medicion, denominada "area bajo la
curva" (ABC), es una medida directa de la biodisponibilidad del farmaco.

En algunas formas de realizacion del procedimiento de tratamiento de la hipertension en un sujeto, el sujeto es un
mamifero y en algunas formas de realizacion es un ser humano.

Las formulaciones farmacéuticas pueden incluir cualquiera de los compuestos de cualquiera de las formas de
realizacién indicadas anteriormente, solas o en combinacién, en combinacion con un portador farmacéuticamente
aceptable tal como los indicados en la presente memoria.

La presente invencién proporciona ademas composiciones que pueden prepararse con los compuestos de la
presente invencién con portadores, excipientes, ligantes diluyentes o similares farmacéuticamente aceptables, para
tratar o mejorar una diversidad de trastornos relacionados con la vasoconstriccion y/o la agregacion plaquetaria. Una
dosis terapéuticamente eficaz se refiere ademas a la cantidad de uno o mas compuestos de la presente invencion
suficiente para resultar en la mejora de sintomas del trastorno. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden prepararse mediante procedimientos bien conocidos en la técnica, tales como los procedimientos
convencionales de granulado, mezcla, disolucién, encapsulado, liofilizacidn, emulsificacion o levigacion, entre otros.
Las composiciones pueden encontrarse en forma de, por ejemplo, granulos, polvos, comprimidos, capsulas, jarabe,
supositorios, inyecciones, emulsiones, elixires, suspensiones o soluciones. Las presentes composiciones pueden
formularse para diversas vias de administracién, por ejemplo mediante la administracion oral, mediante la
administracion transmucosal, mediante administracién rectal, mediante administracion transdérmica o subcutanea,
asi como inyeccion intratecal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, intraocular o intraventricular. El
compuesto de la presente invencion también puede administrarse mediante cualquiera de las vias anteriormente
indicadas, por ejemplo de manera local y no sistémica, tal como inyeccién en forma de una formulacion de liberacion
sostenida. Las formas de administraciéon siguientes se proporcionan a titulo de ejemplo y no deben interpretarse
como limitativas de la presente invencion.

Para la administracién oral, bucal y sublingual, resultan aceptables como formas sdlidas de administracién, polvos,
suspensiones, granulos, comprimidos, pildoras, capsulas, perlas de gel y pastillas. Estas pueden prepararse, por
ejemplo, mediante la mezcla del compuesto de la presente invencién con por lo menos un aditivo o excipiente, tal
como un almidén u otro aditivo. Los aditivos o excipientes adecuados son sacarosa, lactosa, azicar de celulosa,
manitol, maltitol, dextrano, sorbitol, almidén, agar, alginatos, quitinas, quitosanos, pectinas, goma tragacanto, goma
arabiga, gelatinas, colagenos, caseina, albumina, polimeros o glicéridos sintéticos o semisintéticos, metilcelulosa,
hidroxipropilmetil-celulosa y/o polivinilpirrolidona. Opcionalmente, las formas de administracién oral pueden contener
otros ingredientes para ayudar en la administracién, tal como un diluyente inactivo, o lubricantes tales como el
estearato de magnesio, o conservantes tal como parabeno o &cido sorbico, o antioxidantes tales como &cido
ascorbico, tocoferol o cisteina, un agente desintegrante, ligantes, espesantes, tampones, edulcorantes, agentes
saborizantes o agentes perfumantes. Adicionalmente, pueden afiadirse para la identificacion tintes o pigmentos. Los
comprimidos pueden tratarse adicionalmente con materiales de recubrimiento adecuados conocidos en la técnica.

Una forma de realizacion de la presente invencién implica la administracion preferida del compuesto deseado en el
duodeno, asi como formulaciones farmacéuticas que consiguen la administracion duodenal. La administracién
duodenal puede llevarse a cabo mediante cualesquiera medios conocidos en la técnica. En una de dichas formas de
realizacion, los presentes compuestos pueden formularse en una forma de administracién de recubrimiento entérico.
Generalmente, las formas de administracion de recubrimiento entérico habitualmente se recubren con un polimero
que no es soluble a pH bajo, pero se disuelven rapidamente al exponerlas a condiciones de pH de 3 o superior.
Dicha forma de administracion aprovecha la diferencia de pH entre el estbmago, que es de aproximadamente 1 a 2,
y el duodeno, en donde el pH tiende a ser superior a 4.

Las formas de administracion liquidas para la administracion oral pueden encontrarse en forma de emulsiones,
jarabes, elixires, suspensiones, mezclas en suspension y soluciones farmacéuticamente aceptables, las cuales
pueden contener un diluyente inactivo, tal como agua. Las formulaciones farmacéuticas pueden prepararse en forma
de suspensiones o soluciones liquidas utilizando un liquido estéril, tal como, aunque sin limitacion, un aceite, agua,
un alcohol y combinaciones de los mismos. Pueden afadirse surfactantes, agentes de suspension y agentes
emulsionantes farmacéuticamente adecuados para la administracion oral o parenteral.

Tal como se ha indicado anteriormente, entre las suspensiones pueden incluirse aceites. Entre dichos aceites se
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incluyen, aunque sin limitacion, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, aceite de semilla de algodén, aceite de maiz
y aceite de oliva. La preparacion en suspension puede contener ademas ésteres de acidos grasos, tales como
oleato de etilo, miristato de isopropilo, glicéridos de acidos grasos y glicéridos de acidos grasos acetilados. Entre las
formulaciones en suspension pueden incluirse alcoholes, tales como, aunque sin limitacion, etanol, alcohol
isopropilico, alcohol hexadecilico, glicerol y propilenglicol. En formulaciones en suspension también pueden utilizarse
éteres, tales como, aunque sin limitacion, poli(etilenglicol), hidrocarburos de petréleo, tales como aceite mineral y
petrolato, y agua.

Entre las formas de administracion inyectables se incluyen generalmente suspensiones acuosas 0 suspensiones
aceitosas, las cuales pueden prepararse utilizando un dispersante o agente humectante adecuado y un agente de
suspension. Las formas inyectables pueden presentarse en fase solucion o en forma de una suspension, que se
prepara con un solvente o diluyente Entre los solventes o vehiculos aceptables se incluyen agua esterilizada,
solucion de Ringer o una solucién salina acuosa isoténica. Alternativamente, pueden utilizarse aceites estériles
como solventes o agentes de suspension. Preferentemente, el aceite o acido graso es no volatil, incluyendo aceites
naturales o sintéticos, acidos grasos, mono-, di- o triglicéridos.

Para la inyeccion, la formulacion farmacéutica pueden ser unos polvos adecuados para la reconstitucion con una
solucion apropiada, tal como se ha indicado anteriormente. Entre los ejemplos de ellos se incluyen de manera no
limitativa, la liofilizacion, los polvos secados mediante centrifugacion o pulverizacion, los polvos amorfos, los
granulos, los precipitados o las particulas. Para la inyeccion, las formulaciones pueden contener opcionalmente
estabilizadores, modificadores del pH, surfactantes, modificadores de la biodisponibilidad y combinaciones de los
mismos. Los compuestos pueden formularse para la administracion parenteral mediante inyeccion, tal como la
inyeccion de bolo o la infusién continua. Una forma de administracion unitaria para la inyeccion puede ser en
ampollas o en recipientes multidosis.

Ademés de dichas formas de administracién representativas que se han indicado anteriormente, los excipientes y
portadores farmacéuticamente aceptables son generalmente conocidos por el experto en la materia y, de esta
manera, se encuentran incluidos en la presente invencion. Dichos excipientes y portadores se describen en, por
ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Pub. Co., New Jersey, 1991.

Las formulaciones de la invencion pueden disefiarse para que sean de accion corta, de liberacion rapida, de accion
prolongada y se liberacion sostenida, tal como se ha indicado anteriormente. De esta manera, las formulaciones
farmacéuticas también pueden formularse para la liberacion controlada o para la liberacion lenta.

Las composiciones de la invencién pueden comprender ademas, por ejemplo, micelas o liposomas, o alguna otra
forma encapsulada, o pueden administrarse en una forma de liberacion prolongada con el fin de proporcionar un
almacenamiento y/o efecto de administracion prolongado. Por lo tanto, las formulaciones farmacéuticas pueden
comprimirse formando pellets o cilindros e implantarse intramuscularmente o subcutdneamente en forma de
inyecciones de depdsito o como implantes, tal como estents. Dichos implantes pueden utilizar materiales inertes
conocidos, tales como siliconas y polimeros biodegradables.

Las dosis especificas pueden ajustarse segin las condiciones de la enfermedad, la edad, el peso corporal, las
condiciones de salud generales, el sexo y la dieta del sujeto, los intervalos de dosis, las vias de administracion, la
tasa de excrecion y las combinaciones de farmacos.

La dosis terapéuticamente eficaz puede variar segin la via y la forma de administracion. El compuesto o
compuestos preferidos de la presente invencion es una formulacion que muestra un indice terapéutico elevado. El
indice terapéutico es la proporcion de dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos que pueden expresarse como la
proporcion entre la LDsp y la EDsq. La LDsg es la dosis letal para el 50% de la poblacion y la EDso es la dosis
terapéuticamente eficaz para el 50% de la poblacion. La LDsp y la EDsg se determinan mediante procedimientos
farmacéuticos estandares en cultivos de células animales o animales experimentales.

Un procedimiento de preparacién de formulaciones farmacéuticas incluye la mezcla de cualquiera de los
compuestos anteriormente indicados con un portador farmacéuticamente aceptable y agua o una solucion acuosa.

Entre las formulaciones farmacéuticas y medicamentos segun la invencion se incluye el compuesto de estructura |
indicado anteriormente en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable. De esta manera, el
compuesto de la invencion puede utilizarse para preparar medicamentos y formulaciones farmacéuticas. En algunas
de dichas formas de realizacion, los medicamentos y formulaciones farmacéuticas comprenden el compuesto de
estructura I. La invencion proporciona ademas para la utilizacién del compuesto de estructura | por sus efectos de
tipo prostaciclina. La invencion proporciona ademas la utilizacion del compuesto de estructura | para el tratamiento
de la hipertensién pulmonar.

La invencion se refiere ademas a kits que comprenden el compuesto de estructura | conjuntamente con
instrucciones para la utilizacion de los compuestos. En otra forma de realizacion, se proporcionan kits que
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comprenden el compuesto con efectos de tipo prostaciclina indicados en la presente memoria en combinacién con
uno o mas inhibidores de la glucoproteina P, conjuntamente con instrucciones para la utilizacion de los kits.

A titulo ilustrativo, un kit de la invencién puede incluir uno 0 mas comprimidos, capsulas, pastillas, perlas de gel o
formulaciones liquidas que contienen el biointensificador de la presente invencién, y uno o mas comprimidos,
capsulas, pastillas, perlas de gel o formulaciones liquidas que contienen un compuesto de efecto de tipo
prostaciclina indicado en la presente memoria en cantidades de dosis comprendidas dentro de los intervalos
indicados anteriormente. Dichos kits pueden utilizarse en hospitales, clinicas, consultas médicas o en los hogares de
los pacientes, para facilitar la coadministracion de los agentes potenciadores y los agentes diana. Los kits también
deberian incluir como inserto, informacion de administracion impresa para la coadministracién de los agentes
potenciador y diana.

Las abreviaturas y definiciones siguientes se utilizan a lo largo de toda la presente solicitud:

generalmente la referencia a un determinado elemento, tal como hidrégeno o H, pretende incluir todos los
isétopos de dicho elemento. Por ejemplo en el caso de que un grupo R se defina que incluye hidrégeno o H,
también incluye deuterio y tritio.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "inhibidor de la glucoproteina P" se refiere a compuestos
organicos que inhiben la actividad del sistema de transporte activo mediado por la glucoproteina P presente en el
intestino. El sistema de transporte activamente transporta farmacos que han sido absorbidos a través de la luz
intestinal y hacia el interior del epitelio intestinal de salida nuevamente a la luz. La inhibicion de este sistema de
transporte activo mediado por la glucoproteina P provocara que se transporte menos farmaco de nuevo hacia la luz
y, de esta manera, incrementara el transporte neto de farmaco a través del epitelio intestinal e incrementara la
cantidad de farmaco finalmente disponible en la sangre.

Las expresiones "biodisponibilidad oral" y "biodisponibilidad con la administracién oral" tal como se utilizan en la
presente memoria se refieren a la disponibilidad sistémica (es decir, niveles sanguineos/plasmaticos) de una
cantidad dada de farmaco administrar por via oral en un paciente.

La expresion "alquilo no sustituido” se refiere a grupos alquilo que no contienen heteroatomos. De esta manera, la
expresion incluye grupos alquilo de cadena lineal, tal como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo y similares. La expresion incluye ademas isomeros de cadena ramificada de grupos
alquilo de cadena lineal, incluyendo, aunque sin limitacion, los siguientes, que se proporcionan a titulo de ejemplo: -
CH(CHs)2, -CH(CHg)(CH2CHg), -CH(CH2CHs),, -C(CHzg)s, -C(CH2CHs)s, -CH.CH(CHs),, -CH,CH(CHz)(CH2CHg), -
CH>CH(CH2CHs)a, -CH,C(CHs)3,-CH,C(CH2CHg)s, -CH(CH3)CH(CHz)(CH2CHg), -CH,CH,CH(CHs3)z,-
CH>CH,CH(CHgz)(CH,CHzs), -CH,CH,CH(CH,CHz)2, -CH2CH>C(CHg)s, -CH2CH>C(CH2CHa)s, -CH(CH3)CH,CH(CHs)2,
-CH(CH3)CH(CH3)CH(CHs),, -CH(CH2CH3z)CH(CH3)CH(CH3)(CH2CHs), y otros. La expresion incluye ademas grupos
de alquilo ciclico, tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo y dichos anillos
sustituidos con grupos alquilo de cadena lineal o ramificada tal como se ha definido anteriormente. La expresién
incluye ademas grupos de alquilo policiclico, tales como, aunque sin limitacion, adamantilo, norbornilo y
biciclo[2.2.2]octilo y dichos anillos sustituidos con grupos de alquilo lineal y ramificada tal como se ha definido
anteriormente. De esta manera, la expresion grupos alquilo no sustituido incluye grupos de alquilo primario, grupos
de alquilo secundario y grupos de alquilo terciario. Los grupos alquilo no sustituidos pueden unirse a uno o mas
atomos de carbono, uno o mas atomos de oxigeno, uno 0 mas atomos de nitrégeno y/o uno o mas atomos de azufre
en el compuesto parental. Entre los grupos alquilo no sustituidos preferidos se incluyen grupos alquilo de cadena
lineal o ramificada y grupos de alquilo ciclico que presentan entre 1 y 20 atomos de carbono. Los grupos alquilo no
sustituidos mas preferidos de entre dichos grupos presentan entre 1 y 10 &tomos de carbono, mientras que resultan
todavia mas preferidos de entre dichos grupos los que presentan entre 1 y 5 atomos de carbono. Entre los grupos
alquilo no sustituidos mas preferidos se incluyen grupos alquilo de cadena lineal o ramificada que presentan entre 1
y 3 atomos de carbono y entre ellos se incluyen metilo, etilo, propilo y -CH(CHs)s.

La expresion "alquilo sustituido se refiere a un grupo alquilo no sustituido tal como se ha definido anteriormente en el
que uno o mas enlaces con uno o mas carbonos o uno o mas hidrégenos son sustituidos por un enlace con atomos
no de hidrégeno y no de carbono, tal como, aunque sin limitacion, un atomo de halégeno en haluros tales como F,
Cl, Br e I, y un &tomo de oxigeno en grupos tales como grupos hidroxilo, grupos alcoxi, grupos ariloxi y grupos éster;
un atomo de azufre en grupos tales como grupos tiol, grupos alquil- y aril-sulfuro, grupos sulfona, grupos sulfonilo y
grupos sulféxido; un atomo de nitrdgeno en grupos tales como aminas, amidas, alquilaminas, dialquilaminas,
arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas, N-6xidos, imidas y enaminas; un atomo de silicio en grupos tales como en
grupos trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsililo y grupos triarilsililo, y otros heteroatomos en otros
grupos diversos. Entre los grupos alquilo sustituidos se incluyen ademas grupos en los que uno o mas enlaces a uno
0 mas atomos de carbono o de hidrégeno se sustituyen por un enlace a un heteroatomo, tal como oxigeno en los
grupos carbonilo, carboxilo y éster; nitrégeno en grupos tales como iminas, oximas, hidrazonas y nitrilos. Entre los
grupos alquilo sustituidos preferidos se incluyen, entre otros, grupos alquilo en los que uno o mas enlaces a un
atomo de carbono o hidrégeno se sustituyen por uno o mas enlaces a atomos de fltor. Un ejemplo de un grupo
alquilo sustituido es el grupo trifluorometilo y otros grupos alquilos que contienen el grupo trifluorometilo. Entre otros
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grupos alquilo se incluyen aquellos en los que uno o mas enlaces a un atomo de carbono o hidrégeno se sustituyen
por un enlace a un atomo de oxigeno de manera que el grupo alquilo sustituido contenga un grupo hidroxilo, alcoxi,
ariloxi o hetreocicliloxi. Entre todavia otros grupos alquilo se incluyen grupos alquilo que presentan un grupo amina,
alquilamina, dialquilamina, arilamina, (alquil)(aril)amina, diarilamina, heterociclilamina, (alquil)(heterociclil)amina,
(aril)(heterociclillamina o diheterociclilamina.

La expresion "arilalquilo no sustituido" se refiere a grupos alquilo no sustituidos tal como se ha definido
anteriormente en los que un enlace de hidrégeno o de carbono del grupo alquilo no sustituido se sustituye por un
enlace a un grupo arilo tal como se ha definido anteriormente. Por ejemplo, metilo (-CHs) es un grupo alquilo no
sustituido. En el caso de que un atomo de hidrégeno del grupo metilo se sustituya por un enlace a un grupo fenilo,
tal como en el caso de que el carbono del metilo se una a un carbono de benceno, el compuesto es un grupo
arilalquilo no sustituido (es decir, un grupo bencilo). De esta manera, la expresion incluye, aunque sin limitacion,
grupos tales como bencilo, difenilmetilo y 1-feniletilo (-CH(CsHs)(CHs)), entre otros.

La expresion "arilalquilo sustituido" presenta el mismo significado con respecto a los grupos arilalquilo no sustituidos
que los grupos arilo sustituidos con respecto a los grupos arilo no sustituidos. Sin embargo, un grupo arilalquilo
sustituido incluye ademas grupos en los que un enlace de carbono o de hidrégeno de la parte alquilo del grupo se
sustituye por un enlace a un atomo no de carbono o no de hidrégeno. Entre los ejemplos de grupos de arilalquilo
sustituido se incluyen de manera no limitativa -CH,C(=0)(C¢Hs) y -CHa(2-metilfenilo), entre otros.

Una "sal farmacéuticamente aceptable” incluye una sal con una base inorganica, base orgéanica, acido inorganico,
acido organico o aminoécido basico o acido. Como sales de bases inorgéanicas, la invencion incluye, por ejemplo,
metales alcalinos tales como sodio o potasio; metales alcalinotérreos tales como calcio y magnesio o aluminio, y
amonio. Como sales de bases organicas, la invencion incluye, por ejemplo, trimetilamina, trietilamina, piridina,
picolina, etanolamina, dietanolamina y trietanolamina. Como sales de &cidos inorganicos, la presente invencion
incluye, por ejemplo, acido clorhidrico, acido borhidrico, &cido nitrico, acido sulftrico y acido fosforico. Como sales
de &cidos organicos, la presente invencion incluye, por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido trifluoroacético,
acido fumarico, acido oxalico, acido lactico, acido tartarico, acido maleico, acido citrico, acido succinico, acido
maélico, &cido metanosulfénico, acido bencenosulfonico y acido p-toluenosulfénico. Como sales de aminoacidos
béasicos, la presente invencién incluye, por ejemplo, arginina, lisina y ornitina. Entre los aminoacidos acidos se
incluyen, por ejemplo, acido aspartico y acido glutamico.

El término "tratamiento” en el contexto de la presente invencion se refiere a un alivio de los sintomas asociados a
una condicion, trastorno o enfermedad bioldgica, o detienen la progresion o agravamiento adicional de dichos
sintomas, o la prevencion o la profilaxis de la enfermedad o el trastorno. Por ejemplo, en el contexto del tratamiento
de los pacientes que presentan hipertension pulmonar, el tratamiento con éxito puede incluir una reduccion, la
vasodilatacion directa de lechos vasculares arteriales pulmonares y/o sistémicas y la inhibicion de la agregacion
plaquetaria. El resultado de dicha vasodilatacién generalmente reduce la poscarga del ventriculo derecho e izquierdo
y una salida cardiaca incrementada y el volumen sistolico. También pueden resultar efectos inotrépicos y lusitrépicos
negativos relacionados con la dosis. La manifestacion externa de dichos efectos fisicos puede incluir una reduccion
de los sintomas de la hipertension, tal como la falta de aliento y un incremento de la capacidad de ejercicio.

La presente invencion descrita de manera general de esta manera, se entendera mas faciimente haciendo referencia
a los ejemplos siguientes, que se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativos de la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo de referencia 1

En el presente ejemplo, se compard la biodisponibilidad del treprostinil en ratas tras la administracion oral,
intraduodenal, intracolénica y por la vena portal con el fin de determinar las posibles barreras para la
biodisponibilidad. Ademas de la biodisponibilidad, se determinaron varios parametros farmacocinéticos.
Administracion en animales

Se evalu6 la biodisponibilidad del treprostinil en ratas Sprague-Dawley macho. Se obtuvieron quince ratas
modificadas quirdrgicamente de Hilltop Lab Animals (Scottdale, PA). Los animales fueron enviados de Hilltop a
Absorption Systems' West Chester University Facility (West Chester, PA), en donde fueron alojados durante por lo
menos veinticuatro horas antes de ser utilizados en el estudio. Los animales fueron sometidos a ayuno durante
aproximadamente 16 horas antes de la administracion. Las quince ratas utilizadas en el presente estudio se
dividieron en cinco grupos (I, 11, ll, IV 'y V).

En la tabla 1 se presenta el peso de los animales y el régimen de administracion.
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Tabla 1
Grupo N° de rata Peso (g) \/ig de . Dia d.e Volymen de Dosis (mg/kg)
administracion estudio dosis (ml/kg)
118 327 Intravenosa 0 2 1
| 119 329 Intravenosa 0 2 1
120 320 Intravenosa 0 2 1
121 337 Vena intraportal 0 2 1
1l 122 319 Vena intraportal 0 2 1
123 330 Vena intraportal 0 2 1
124 329 Intraduodenal 0 2 1
1l 125 331 Intraduodenal 0 2 1
126 324 Intraduodenal 0 2 1
127 339 Intracoldnica 0 2 1
v 128 333 Intracoldnica 0 2 1
129 320 Intracoldnica 0 2 1
130 293 Oral 0 2 1
\Y, 131 323 Oral 0 2 1
132 332 Oral 0 2 1

Las muestras se extrajeron en los puntos temporales siguientes.
IV e IPV: 0 (predosis) 2, 5, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 minutos
ID, IC y Oral: 0 (predosis) 5, 15, 30, 60, 120, 240, 360 y 480 minutos

Se recogieron aproximadamente 0,50 a 0,75 ml de sangre completa de la vena yugular de una rata canulada. La
sangre se transfirid a tubos heparinizados y se dejé sobre hielo hasta la centrifugacion. Tras la centrifugacion, se
deposité el plasma sobre hielo hasta congelarla a -70°C antes de transportarla a Absorption Systems.

Analisis de muestras de plasma
Las muestras se analizaron utilizando los procedimientos siguientes:
Preparacion de soluciéon de administraciéon

Se preparo la solucidon de administracion mediante la combinacion de 15,2 mg de treprostinil dietanolamina (12,0 mg
de la forma acida libre) con 24 ml de dextrosa al 5%. A continuacion, se sonicé la solucién hasta la disolucion,
obteniendo una concentracién final de 0,5 mg/ml. El pH final de la solucion de administracion era de 4,6. En el
momento de la administracion la solucidon de administracion era transparente y homogénea.

Patrones y preparacion de las muestras

Para determinar la concentracion del treprostinil en las muestras de plasma de rata, se prepararon patrones con
plasma de rata recolectado en heparina obtenido de Lampire Biological Laboratories (lote n°® 021335263) que
manera que contuviesen 1.000, 300, 100, 30, 10, 3, 1 y 0,3 ng/ml de treprostinil. Los patrones plasmaticos se
trataron de manera idéntica a las muestras de plasma.

Se prepararon muestras de plasma mediante extraccion en fase solida. Tras equilibrar una placa de extraccion, se
introdujeron 150 pl de una muestra de plasma en el pocillo y se aplicé vacio. A continuacion, se lavo el lecho de
extraccion con 600 pl de acetonitrilo: agua desionizada (25:75) con &cido formico al 0,2%. El compuesto se eluyo
con 600 pl de 90% acetonitrilo y 10% acetato amoénico. Se recolectaron los eluidos y se evaporaron a sequedad. El
residuo se reconstituy6é con 150 ul de acetonitrilo: agua desionizada (50:50) con 0,5 pug/ml de tolbutamida (a modo
de patrén interno).

Condiciones de HPLC

Columna: Keystone Hypersil BDS C18 30 x 2 mm de d.i., 3 pm.
Tampon fase mévil: | NH,OH 25 mM hasta pH 3,5 con acido férmico al 85%.
Depdsito A: 10% tampon y 90% agua.

Depdsito B: 10% tampon y 90% acetonitrilo.

Composicion de la fase movil:

Programa de gradiente:
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tiempo Duracién Curva de grad, % de A % de B
-0,1 0,10 0 80 20
0 3,00 1,0 10 90
3,00 1,00 1,0 0 100
4,00 2,00 0 80 20
Caudal: 300 pl/min.
Vol. iny.: 10 pl
Tiempo de operacion: 6,0 min.
Tiempo de retencién: 2,6 min.

Espectrometro de masas

Aparato: PE SCIEX API 2000
Interfaz: Electropulverizacion ("Turbopulverizacién ionica"):
Modo: Monitorizacion de multiples reacciones (MMR)
16n precursor 16n producto
Treprostinil 389,2 331,2
IS 269,0 170,0
Gas nebulizador: 25 Gas de secado: 60, 350°C Cortina de gas: 25 Pulverizacion iénica: -5.000V
QOrificio: -80 V Anillo: -350V QO0: 10V 1Q1: 11V
ST: 15V
RO1: 11V 1Q2: 35V R0O2: 40V 1Q3: 55V R0O3: 45V
CAD Gas: 4

Validacién del procedimiento

La tabla 2 lista las recuperaciones medias (n=6) y el coeficiente de variacion (c.v.) para plasma de rata con adicion
de treprostinil. Se compararon todas las muestras con una curva patron preparada en dH.O:acetonitrilo 50:50 con
0,5-5 pyg/ml de tolbutamida para determinar el porcentaje de treprostinil recuperado del plasma.

Tabla 2: exactitud y precision del procedimiento

Concentracion de adicion Porcentaje recuperado Coeficiente de variacion
1000 ng/ml 85,6 52
100 ng/ml 89,6 11,6
10 ng/ml 98,8 7,0

Andlisis farmacocinético

Se llevo a cabo el analisis farmacocinético en la concentraciéon plasmatica media para cada punto temporal.

Los datos se sometieron a analisis no compartimental utilizando el programa farmacocinético WinNonlin v. 3.1 (2).
Resultados:

Observaciones clinicas

Antes de iniciar los experimentos se observé que se requeririan dosis suprafarmacoldgicas de treprostinil para
alcanzar concentraciones plasmaticas que pudiesen analizarse con una sensibilidad adecuada. Utilizando la dosis
de 1 mg/kg se observaron algunos efectos adversos en animales que recibieron la administracion por via
intravenosa y a través de la vena intraportal.

Todas las ratas en las que realizé la administracion por via intravenosa mostraron signos de letargia extrema cinco
minutos después de la administracion pero recuperaron por completo la actividad normal treinta minutos después de
la administracion. Ademas, quince minutos después de la administracién los tres animales que recibieron la
administracion a través de la vena portal mostraron signos de letargia. Una rata (n°® 123) murié antes de extraer la
muestra de los treinta minutos. Las otras ratas se recuperaron por completo. Las ratas restantes no mostraron
ninguna reaccion adversa tras la administracion del compuesto.

Analisis de las muestras

Las concentraciones plasmaticas medias para cada via de administracion se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3

Concentraciones plasmaticas medias (n=3) (ng/ml)

Tiempo (min.) Predosis 2 5 15 30 60 120 240 360 480
Intravenosa 0 1.047,96 | 364,28 | 130,91 55,56 14,45 4,45 1,09 0,50 0,30
Vena intraportal* 0 302,28 97,39 47,98 21,94 11,06 3,87 2,51 4,95 5,14
Intraduodenal 0 61,76 31,67 18,57 13,55 5,91 1,11 0,89 0,90
Intracol6nica 0 7,46 3,43 3,52 1,48 064 | 036 | 006 | 0,20
Oral 0 4,52 2,90 3,67 2,06 4,52 1,82 0,90 0,96
*n=2,

Ma concentracion se encuentra bajo el limite de cuantificacion (LDC) del procedimiento analitico

Las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo para la administracion intravenosa, intraportal,
intraduodenal, intracolonica y oral se muestran en las figuras 1 y 2. La figura 3 muestra las curvas de concentracion
plasmética media frente al tiempo para las cinco vias de administracion. En los experimentos mostrados en dichas
figuras se utilizé la sal dietanolamina. La tabla 4 muestra los pardmetros farmacocinéticos determinados para el
treprostinil. En la tabla 5 se muestran las biodisponibilidades individuales de cada rata.

Tabla 4
Biodisponibilidad media y parametros farmacocinéticos del treprostinil en ratas
. ABCag0 min - - Volumen de CLs
Via de . _ . Biodisponibilidad | .~ . . -1
administracion (miT_-eglga;ml) Crmax(ngmi) | Tmax(min) | Tz (Min) media (%) + SD dls(tlil-bklé;ﬂ;m (mll(éql)r:
Intravenosa 11.253,49 2120 0 94 NA 1,98 88,54
_Vena 4.531,74 302 2 ND 40,3+5,5 ND ND
intraportal
Intraduodenal 2.712,55 62 5 ND 24,1+0,5 ND ND
Intracolénica 364,63 8 5 ND 32+25 ND ND
Oral 1.036,23 5 5 ND 92+14 ND ND
*Normalizado respecto al peso medio de las ratas
ND: no determinado
*Valor extrapolado
Tabla 5
Biodisponibilidades individuales del treprostinil en ratas
Via de administracion NP de rata ABCug0 min media Biodisponibilidad media
(min.ng/ml) (%)
118 10302,85 NA
Intravenosa 119 9981,52 NA
120 13510,65 NA
121 4970,67 44,2
Vena intraportal 122 4093,21 36,4
123 ND ND
124 2725,68 24,2
Intraduodenal 125 2763,60 24,6
126 2646,05 23,5
127 72,63 0,7
Intracol6nica 128 395,08 35
129 625,20 5,6
130 998,70 8,9
Oral 131 907,60 8,1
132 1203,73 10,7
NA: no aplicable
ND: no determinado

Conclusiones

El treprostinil presenta una semivida de eliminacion en plasma de 94 minutos. La fase de distribucién del treprostinil
presenta una semivida de 10,3 minutos y mas de 90% de la distribucion y eliminacion del compuesto se ha
producido tras 60 minutos de la administracion. El volumen de distribucion (Vd=1,98 I/kg) es superior al agua
corporal total de la rata (0,67 I/kg), indicando una amplia particion en los tejidos. La eliminacion sistémica del
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treprostinil (88,54 ml/min/kg) es superior al flujo sanguineo hepatico, lo que significa que intervienen mecanismos
extrahepaticos de lavado en la eliminacion del compuesto.

La eliminacion hepética de primer paso del treprostinil resulta en una biodisponibilidad media en la vena intraportal
de 40,3%. Se observé una absorcién rapida aunque incompleta tras la administracion intraduodenal, intracolonica y
oral (Tmax<5 min.). A partir de la comparacion de la biodisponibilidad en la vena intraportal (40,3%) e intraduodenal
(24,1%) se infiri6 que aparentemente se absorbia en el intestino aproximadamente 60% del compuesto. La
biodisponibilidad intraduodenal media era practicamente tres veces superior que la biodisponibilidad oral, sugiriendo
que la degradacion del treprostinil en el estomago o el vaciado gastrico podrian influir sobre el grado de absorcion
sistémica.

Ejemplo de referencia 2

En el presente ejemplo se determinan las concentraciones del treprostinil en ratas Sprague-Dawley macho tras una
Unica dosis oral de los compuestos siguientes:
OTO*CHQCGHS

(0]

HO!

P

OH

bencil-éster de treprostinil

HON:

“OH

metil-éster de treprostinil

Parte experimental

Preparacion de soluciéon de administracion

Todos los vehiculos de administracion se prepararon menos de 2 horas antes de la administracion.
1. Metil-éster de treprostinil

Se prepar6 una solucion de metil-éster de treprostinil mediante la disoluciéon de 2,21 mg de metil-éster de treprostinil
con 0,85 ml de dimetilacetamida (DMA). A continuacién, dicha solucién se diluyé con 7,65 ml de PEG400:polisorbato
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80:agua, 40:1:49. La concentracion final del vehiculo de administracion era de 0,26 mg/ml de metil-éster de
treprostinil, equivalente a 0,25 mg/ml de treprostinil. El vehiculo de administracion era una solucion transparente en
el momento de la administracién.

2. Bencil-éster de treprostinil

Se prepard una solucion de bencil-éster de treprostinil mediante la disolucion de 2,58 mg de bencil-éster de
treprostinil con 0,84 ml de dimetilacetamida (DMA). A continuacion, dicha solucién se diluyé con 7,54 ml de
PEG400:polisorbato 80:agua, 40:1:49. La concentracion final del vehiculo de administracién era de 0,268 mg/ml de
bencil-éster de treprostinil, equivalente a 0,25 mg/ml de treprostinil. El vehiculo de administracion era una solucién
transparente en el momento de la administracion.

3. Treprostinil diglicina

Se prepar6 una solucién de treprostinil diglicina mediante la disolucion de 1,86 mg de compuesto con 0,58 ml de
dimetilacetamida (DMA). A continuacion, dicha solucion se diluyé con 5,18 ml de PEG 400:polisorbato 80:agua,
40:1:49. La concentracion final del vehiculo de administracion era de 0,323 mg/ml de treprostinil diglicina,
equivalente a 0,25 mg/ml de treprostinil. El vehiculo de administracién era una solucidn transparente en el momento
de la administracion.

Administracién en animales

Se evaluaron las concentraciones plasmaticas de treprostinil tras la administracién de cada profarmaco en ratas
Sprague-Dawley macho. Se obtuvieron las ratas de Hilltop Lab Animals (Scottdale, PA). Los animales se trasladaron
de Hilltop a las instalaciones de West Chester University de Absorption Systems (West Chester, PA). Se aclimataron
durante como minimo veinticuatro horas antes de utilizarse en el estudio. Los animales fueron sometidos a ayuno
durante aproximadamente 16 horas antes de la administracion. Las ratas utilizadas en el presente estudio se
dividieron en tres grupos (I, Il y Ill). Los grupos | a lll recibieron las administraciones el mismo dia.

En la tabla 6 se proporciona el peso de los animales y el régimen de administracion.

Tabla 6. Disefio del estudio

Via de Compuesto Volumen de Dosis*
Grupo N de rata Peso (kg) administracion adminr?strado dosis (ml/kg) (mg/kg)
638 306 Oral Metil-& d
| 639 310 Oral terte' res;ﬁ:m e 2 0,520
640 319 Oral P
641 319 Oral Bencil-éster de
1l 642 309 Oral treprostinil 2 0,616
643 320 Oral
644 318 Oral inil
1l 645 313 Oral T[je.plr.o?'“”' 2 0,646
646 322 Oral 'giicina

*Esta dosis de profarmaco=0,500 mg/kg del compuesto activo, treprostinil

Los animales recibieron las dosis mediante administracién oral. Las muestras de sangre se obtuvieron con una
canula en la vena yugular en los puntos temporales siguientes:

0 (predosis) 5, 15, 30, 60, 120, 240, 360 y 480 minutos

Se extrajeron las muestras de sangre y se introdujeron en tubos que contenian 30 pl de una solucién de 500
unidades por ml de heparina en solucién salina, y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos. A continuacion,
se extrajeron aproximadamente 200 ul de plasma y se dispensaron en tubos de polipropileno apropiadamente
etiquetados que contenian 4 ul de acido acético con el fin de estabilizar el profarmaco remanente en las muestras.
Las muestras de plasma se congelaron a -20°C y se transportaron sobre hielo a las instalaciones de Exton de
Absorption Systems. Se almacenaron en un congelador a -80°C hasta el andlisis.

Analisis de muestras de plasma

Se analizaron las muestras de plasma tal como se indica en el egjemplo 1. Brevemente, se extrajo el treprostinil del
plasma mediante extraccion liquido-liquido y después se analiz6 mediante CL/EM/EM. Los resultados de validacién
analitica se han proporcionado anteriormente, en el ejemplo 1. El limite inferior de cuantificacion (LIDC) del
procedimiento analitico era 0,01 ng/ml. Las muestras no se sometieron a ensayo para detectar el profarmaco no
modificado.
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Criterios de aceptacion para las tandas analiticas

En cada tanda se utilizaron dos curvas patrén, con un minimo de cinco puntos en cada curva, y un minimo de dos
muestras de control de calidad (CC). Cada via de administracion vino precedida y seguida de una curva patrén que
se utilizo para el recalculo. Los patrones y muestras de CC debian presentar una exactitud y precision igual o mejor
que * 15% (20% para el LIDC) para aceptar la tanda. Por lo menos el 75% de todos los patrones y las muestras de
CC debian pasar los criterios de aceptacion.

Analisis farmacocinético

Se llevé a cabo un analisis farmacocinético de la concentracion plasmatica de treprostinil para cada rata individual
en cada punto temporal y de la concentracion plasmatica media para las tres ratas en el grupo para cada punto
temporal. Los datos se sometieron a analisis no compartimental utilizando el programa farmacocinético WinNonlin v.
3.1(2).

Resultados:
Observaciones del estudio

No se observaron reacciones adversas tras la administracion oral de metil-éster de treprostinil, bencil-éster de
treprostinil o treprostinil diglicina.

Estabilidad en plasma de los profarmacos en plasma de rata acidificado

Con el fin de detener cualquier conversién de profarmaco en compuesto activo tras extraer las muestras, se acidifico
el plasma. Se afiadio acido acético (v/v) a cada muestra de plasma inmediatamente después de la centrifugacion de
los glébulos rojos a una concentracion de 2%. Se estimo la estabilidad en plasma in vitro de cada profarmaco para
garantizar que el compuesto era estable en plasma acidificado. Para llevar a cabo dicho ensayo, se afiadio acido
acético al 2% a plasma de rata de blanco obtenido de Lampire Biological. El plasma de rata acidificado se equilibré a
37°C durante tres minutos antes de la adicidon de profarmaco. La concentracion inicial de cada profarmaco era de
1.000 ng/ml. Se extrajo una alicuota de 100 pl de plasma (n=3 por cada punto temporal) a los 0, 60 y 120 minutos.
Se agrup6 cada alicuota con 20 pl de HCI y se agit6 con voértex. A continuacion, se llevé a cabo una extraccion
liquido-liquido y se determind la concentracion de treprostinil en cada muestra. En la tabla 7 se proporciona la
concentracion de treprostinil en cada punto temporal en plasma de rata acidificado. Aparentemente se encuentran
presentes cantidades pequefias de treprostinil en la muestra de compuesto purificado de metil-éster de treprostinil y
treprostinil diglicina. La concentracion de treprostinil se mantuvo constante durante todo el curso del experimento,
indicando que no se producia conversion de profarmaco en compuesto activo en el plasma acidificado.

Tabla 7 - Estabilidad en plasma de los profarmacos en plasma de perro acidificado

Concentracion de treprostinil (ng/ml) £ SD (n=3)
) . Metil-éster de Bencil-éster de Treprostinil
Tiempo (min.) - o L
treprostinil treprostinil diglicina
0 56,8 +9,3 <0,01 54,9 +4,3
60 55,1+5,0 <0,01 51,8 +5,9
120 53,8+1,3 <0,01 54,5+0,8
% de treprostinil del total 57 <0,01 55

En la tabla 8 se muestran las concentraciones plasmaticas medias de treprostinil tras la administracion oral de metil-
éster de treprostinil, bencil-éster de treprostinil o treprostinil diglicina.

Tabla 8 - Concentraciones de treprostinil (media + SD) (n=3) Concentraciones en plasma (ng/ml)

Solucién de

administracion | Predosis | 5 (min) | 15 (min) | 30 (min) | 60 (min) 12.0 240 36.0 48.0
oral (min) (min) (min) (min)
Metil-éster de 0,2+ 0,3+ 0,5+ 15+ 0,2+ 0,1+
treprostinil 0 <001 0,0 0.1 0.1 0.8 07 <001 | g4
Bencil-éster 0 31+ 1,9+ 25+ 32+ 7,3+ 1,6+ 0,4+ 0,6 +
de treprostinil 2,8 0,8 1,5 1,9 4.9 1,2 0,40 0,9
Treprostinil 0 <001 1,1+ 6,6 + 0,5+ 40, + 9,0+ 2,1+ 1,3+
diglicina ’ 1,9 10,7 0,3* 5,8 13,5 2,9 0,8

* Debido a la cantidad insuficiente de muestra recolectada en este punto temporal es la media de n=2 ratas.
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Las figuras 4 a 7 contienen representaciones graficas de las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo
para el treprostinil en la rata tras la administracion de cada profarmaco. La tabla 9 lista cada figura y la informacién
mostrada.

Tabla 9 - Listado de figuras

Figura Descripcion
4 Dosis oral de metil-éster de treprostinil
5 Dosis oral de bencil-éster de treprostinil
6 Dosis oral de treprostinil diglicina
7 Dosis oral de bencil-éster de treprostinil y treprostinil diglicina en comparacién con
treprostinil solo del ejemplo 1

Analisis farmacocinético

Se determind la biodisponibilidad del profarmaco respecto a la del compuesto activo basandose en el ejemplo 1 en
el que se administré treprostinil en ratas. Se utiliz6 la formula a continuaciéon para determinar la biodisponibilidad
relativa (F):

F relativa = (ABC [Dosis)/(ABC IDosis)*100

(Dosis profarmaco) (Dosis treprostinil)

En el ejemplo 1 también se determiné la biodisponibilidad respecto a una dosis intravenosa de treprostinil en ratas.
Se presentan los resultados en la tabla 10.

Tabla 10 - Biodisponibilidad relativa media y parametros farmacocinéticos del treprostinil en ratas

Compuesto Biodisponibili | g0 yico o nibil
P Dosis ABCy.t media . dad relativa p
de ensayo (mg/kg) (min.-ng/mi) Chmax (ng/ml) Tmax (MiN.) (%) + SD dad (%) +
administrado 9’kg N9 (n;S) SD (n=3)
Mterte':orej;ﬁ:]ﬁe 05 212 1,50 120 41,0 £ 16 3842
d%et?gg;?)z:ier:n 05 1171 7.20 120 226 + 155 208+ 14
T[jeiglrigfrfg‘" 05 2.242 9,04 240 433 +631 3.2+58

Conclusiones

En el presente estudio, se determinaron en ratas las biodisponibilidades orales relativas de profarmacos del
treprostinil. El metil-éster de treprostinil resultdé en un area de treprostinil bajo las curvas de concentracién plasmatica
frente al tiempo (ABC) inferior a la de después de la administracion del compuesto activo. Los profarmacos bencil-
éster de treprostinil y treprostinil diglicina presentaron ambos ABC medias del treprostinil superiores a la de después
de la administracion del compuesto activo. La treprostinil diglicina present6 la biodisponibilidad relativa mas alta, de
433%, alcanzando la circulacion sistémica 4 veces mas treprostinil. La Cnax de 9 ng/ml del treprostinil tras la
administracion de treprostinil diglicina se observd 240 minutos después de la administracion. La Cmax tras la
administracion de treprostinil era de 5 ng/ml y se observé tan sélo 5 minutos después de la administracion. El bencil-
éster de treprostinil presentd una biodisponibilidad relativa de 226 +155 %, estimandose una Cmax de 7,2 ng/ml 120
minutos después de la administracion. También debe indicarse que las ABC no se extrapolaron a infinito.

Referencias
1. Guia de usuario de WinNonlin, version 3.1, 1998-1999, Pharsight Co., Mountain View, CA 94040.
Ejemplo de referencia 3

El presente ejemplo ilustra un estudio farmacocinético del treprostinil tras la administracién de una Unica dosis
duodenal de treprosinil y diversos profarmacos de la presente invencion.

En el presente estudio, se compar0 el area bajo la curva del treprostinil en ratas Sprague-Dawley macho tras una
Unica dosis intraduodenal de los profarmacos del treprostinil monofosfato de treprostinil (anillo), treprostinil
monovalina (anillo), treprostinil monoalanina (anillo) y treprostinil monoalanina (cadena). Los compuestos eran los
siguientes:
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OR;

nlllOR,
OCH,CO;R4
que presentaban los sustituyentes siguientes:
Compuesto R R’ R’
Monofosfato de treprostinil (anillo) H -POsH3 H
Treprostinil monovalina (anillo) H -COCH(CH(CHs)2)NH, H
treprostinil monoalanina (anillo) H -COCH(CH3z)NH, H
treprostinil monoalanina (cadena) H H -COCH(CH3z)NH,

Parte experimental

Preparacion de soluciéon de administracion

Todos los vehiculos de administracion se prepararon menos de 2 horas antes de la administracion.
1. Monofosfato de treprostinil (anillo)

Se prepar6 una soluciéon de administracion de monofosfato de treprostinil (anillo) mediante la disolucion de 1,01 mg
de monofosfato de treprostinil (anillo) en 0,167 ml de dimetilacetamida (DMA) hasta su disolucion. Dicha solucién se
diluy6 adicionalmente con 1,50 ml de PEG 400: polisorbato 80: agua, 40: 1: 49. La concentracion final del vehiculo
de administracion era de 0,603 mg/ml de profarmaco, equivalente a 0,5 mg/ml de treprostinil. El vehiculo de
administracion era una solucion transparente en el momento de la administracion.

2. Treprostinil monovalina (anillo)

Se prepar6 una solucidon 50 mg/ml de treprostinil monovalina (anillo) en dimetilacetamida (DMA). A continuacion, se
diluy6 una alicuota de 25 pl de la soluciéon madre de 50 mg/ml, con 175 ul de DMA y 1,8 ml de PEG 400: polisorbato
80: agua, 40: 1: 49. La concentracion final del vehiculo de administracion era de 0,625 mg/ml de profarmaco,
equivalente a 0,5 mg/ml de treprostinil. El vehiculo de administracion era una solucion transparente en el momento
de la administracion.

3. Treprostinil monoalanina (anillo)

Se prepard una solucién de treprostinil monoalanina (anillo) mediante la disolucion de 1,05 mg de treprostinil
monoalanina (anillo) en 0,178 ml de dimetilacetamida (DMA) hasta su disolucion. Dicha solucion se diluyo
adicionalmente con 1,60 ml de PEG 400: polisorbato 80: agua, 40: 1: 49. La concentracion final del vehiculo de
administracion era de 0,590 mg/ml de treprostinil monoalanina (anillo), equivalente a 0,5 mg/ml de treprostinil. El
vehiculo de administracién era una solucién transparente en el momento de la administracion.

4. Treprostinil monoalanina (cadena)

Se prepard una solucion de treprostinil monoalanina (cadena) mediante la disolucion de 0,83 mg de treprostinil
monoalanina (anillo) en 0,14 ml de dimetilacetamida (DMA) hasta su disoluciéon. Dicha solucion se diluyd
adicionalmente con 1,26 ml de PEG 400: polisorbato 80: agua, 40: 1: 49. La concentracion final del vehiculo de
administracion era de 0,591 mg/ml de treprostinil monoalanina (cadena), equivalente a 0,5 mg/ml de treprostinil. El
vehiculo de administracién era una solucién transparente en el momento de la administracion.

Administracién en animales

Se evaluaron las concentraciones plasmaticas de treprostinil tras la administracién oral de cada profarmaco en ratas
Sprague-Dawley macho. Se obtuvieron doce ratas de Hilltop Lab Animals (Scottdale, PA). Los animales se
trasladaron de Hilltop a las instalaciones de West Chester University de Absorption Systems (West Chester, PA). Se
aclimataron durante como minimo veinticuatro horas antes de utilizarse en el estudio. Los animales fueron
sometidos a ayuno durante aproximadamente 16 horas antes de la administraciéon. Las doce ratas utilizadas en el
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presente estudio se dividieron en cuatro grupos. Todos los grupos recibieron una administracion el dia 1 del estudio.
En peso de los animales y el régimen de administracion se proporcionan en la tabla 11.

Tabla 11
Volumen de Dosis*
N° de rata Peso (g) Compuesto dosis (ml/kg) (mg/kg)
130 327 Monofosfato de treprostinil (anillo) 1 0,603
131 321 Monofosfato de treprostinil (anillo) 1 0,603
132 310 Monofosfato de treprostinil (anillo) 1 0,603
133 328 Treprostinil monovalina (anillo) 1 0,625
134 326 Treprostinil monovalina (anillo) 1 0,625
135 346 Treprostinil monovalina (anillo) 1 0,625
136 321 treprostinil monoalanina (cadena) 1 0,591
137 319 treprostinil monoalanina (cadena) 1 0,591
138 330 treprostinil monoalanina (cadena) 1 0,591
139 316 treprostinil monoalanina (anillo) 1 0,590
140 330 treprostinil monoalanina (anillo) 1 0,590
141 339 treprostinil monoalanina (anillo) 1 0,590

* Esta dosis de profarmaco = 0,500 mg/kg de treprostinil

La administracién en los animales se lleva a cabo mediante una canula duodenal permanente. Se extrajeron
muestras de sangre de una canula en la vena yugular en los puntos temporales siguientes: 0 (predosis) 5, 15, 30,
60, 120, 240, 360 y 480 minutos

Se extrajeron las muestras de sangre y se introdujeron en tubos que contenian 30 pl de una solucién de 500
unidades por ml de heparina en solucién salina, y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos. A continuacion,
se extrajeron aproximadamente 200 ul de plasma y se dispensaron en tubos de polipropileno apropiadamente
etiguetados que contenian 4 pul de acido acético con el fin de estabilizar el profarmaco remanente en las muestras.
Las muestras de plasma se congelaron a -20°C y se transportaron sobre hielo a las instalaciones de Exton de
Absorption Systems. Se almacenaron en un congelador a -80°C hasta el andlisis.

Analisis de muestras de plasma

Se analizaron muestras de plasma utilizando los procedimientos indicados anteriormente. Brevemente, se extrajo
treprostinil del plasma mediante extraccion en fase soélida y después se analiz6 mediante CL/EM/EM. El limite
inferior de cuantificacion (LIDC) del procedimiento analitico era de 0,03 ng/ml.

Criterios de aceptacion para las tandas analiticas

Durante cada tanda se dispersaron cuatro curvas estandares, con un minimo de cinco puntos en cada curva, y un
minimo de dos muestras de control de calidad (CC) a las 3 concentraciones. Cada grupo de profarmacos vino
precedido y seguido de una curva patron que se utilizd para el recalculo. Los patrones y muestras de CC debian
encontrarse dentro de una exactitud y precisién de + 15% (20% para el LIDC) para aceptar la tanda. Por lo menos el
75% de todos los patrones y las muestras de CC debian pasar los criterios de aceptacion.

Andlisis farmacocinético

Se llevé a cabo un analisis farmacocinético de la concentracion plasmatica de treprostinil para cada rata individual
en cada punto temporal y de la concentracion plasmatica media para las tres ratas en el grupo para cada punto
temporal.

Los datos se sometieron a analisis no compartimental utilizando el programa farmacocinético WinNonlin v. 3.1 (2).
Resultados:

Observaciones del estudio

No se observaron reacciones adversas tras la administracion intraduodenal de monofosfato de treprostinil (anillo),
treprostinil monovalina (anillo), treprostinil monoalanina (anillo) o treprostinil monoalanina (cadena).

Estabilidad en plasma ex vivo de los profarmacos en plasma de rata acidificado
Con el fin de detener cualquier conversién de profarmaco en compuesto activo tras la extraccion de las muestras, se

acidificé el plasma. Se afiadié &cido acético (v/v) a cada muestra de plasma inmediatamente después de la
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separacion de los globulos rojos a una concentracion de 2%. Se estimo la estabilidad en plasma in vitro de cada
profarmaco para garantizar que el compuesto era estable en plasma acidificado. Para llevar a cabo dicho ensayo, se
afadié acido acético al 2% a plasma de rata de blanco obtenido de Lampire Biological. El plasma de rata acidificado
se llevo a la temperatura ambiente durante tres minutos antes de la adicion de profarmaco. La concentracion inicial
de cada profarmaco era de 1.000 ng/ml. Se extrajo una alicuota de 100 pl de plasma (n=3 por cada punto temporal)
alos 0, 60 y 120 minutos. Se prepar6 cada muestra de plasma tal como se ha indicado anteriormente y se realizé un
seguimiento de la concentracion de treprostinil.

No se incrementaron las concentraciones de treprostinil en ninguna de las muestras de plasma acidificado con
adicién de profarmaco durante el periodo de dos horas del experimento.

Andlisis de las muestras
En la tabla 12 se muestran las concentraciones plasmaticas medias de treprostinil tras la administracion de
monofosfato de treprostinil (anillo), treprostinil monovalina (anillo), treprostinil monoalanina (anillo) o treprostinil

monoalanina (cadena).

Tabla 12: MEDIA + SD (N=3)

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE TREPROSTINIL (ng/ml)

Solucién de Predosis 5 15 30 60 120 240 360 480
administracion oral (min.) (min.) (min.) (min.) (min.) (min.) (min.) (min.)
Monofosfato de 0 8,62+ 6,57+ 3,31+ 4,31+ 2,07+ 0,91+ 0,26+ 0,3+
treprostinil (anillo) 3,0 1,7 1,2 0,8 0,4 0,5 0,08 0,08
Treprostinil 0 0,76+ 0,91+ 1,52+ 1,53+ 1,65+ 0,66+ 0,15+ 0,05+
monovalina (anillo) 0,2 0,7 0,6 0,6 0,7 0,1 0,03 0,02
treprostinil 0 2,42+ 2,52+ 2,91+ 3,25+ 1,69+ 0,55+ 0,20+ 0,22+
monoalanina (anillo) 0,6 0,4 0,6 1,5 0,4 0,2 0,1 0,2
treprostinil 0 9,53+ 3,92+ 3,83+ 2,74+ 0,86+ 0,29+ 0,08+ 0,19+
monoalanina 2,6 0,6 0,7 0,9 0,4 0,2 0,04 0,3
(cadena)

Las figuras 8 a 12 contienen representaciones graficas de las curvas de concentracién plasmatica frente al tiempo
para el treprostinil en ratas tras la administracion de cada profarmaco. La tabla 13 lista cada figura y la informacion
mostrada.

Tabla 13
Figura | Descripcién
8 Dosis intraduodenal de monofosfato de treprostinil (anillo)
9 Dosis intraduodenal de treprostinil monovalina (anillo)
10 Dosis intraduodenal de treprostinil monoalanina (anillo)
11 Dosis intraduodenal de treprostinil monoalanina (cadena)
12 Dosis intraduodenal de cada profarmaco en comparacion con treprostinil solo del
ejemplo 1

Analisis farmacocinético

Se determind la biodisponibilidad del profarmaco respecto a la del compuesto activo basandose en un estudio
anterior en el que se habia administrado treprostinil en ratas. Se utiliz6 la férmula a continuacion para determinar la
biodisponibilidad relativa (F):

F relativa = (ABC [Dosis)/(ABC [Dosis)*100

(Dosis profarmaco) (Dosis treprostinil)

También se estim6 la biodisponibilidad absoluta utilizando datos de una dosis intravenosa de treprostinil en ratas
determinada en el ejemplo 1. Se presentan los resultados en la tabla 14.

Tabla 14
Listado de figuras
Figura Descripcion
8 Dosis intraduodenal de monofosfato de treprostinil (anillo)
9 Dosis intraduodenal de treprostinil monovalina (anillo)
10 Dosis intraduodenal de treprostinil monoalanina (anillo)
11 Dosis intraduodenal de treprostinil monoalanina (cadena)
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12 Dosis intraduodenal de cada profarmaco en comparacion con treprostinil
solo del ejemplo 1

Conclusiones

Se determinaron en las ratas las biodisponibilidades intraduodenales relativas de cuatro profarmacos del treprostinil.
Todos los compuestos presentaban biodisponibilidades intraduodenales relativas inferiores a las del compuesto
activo. El monofosfato de treprostinil (anillo) y la treprostinil monoalanina (anillo) presentaron la biodisponibilidad
intraduodenal relativa mas elevada, de 56% y 38%, respectivamente. La Tmax del monofosfato de treprostinil (anillo)
y la treprostinil monoalanina (cadena) se produjo 5 minutos después de la administracion. La treprostinil monovalina
(anillo) y la treprostinil monoalanina (anillo) presentaron tiempos de absorciéon mas prolongados, con valores de
Tmax de 120 y 60 minutos, respectivamente. Las concentraciones de treprostinil maximas fueron mas elevadas tras
la administracion de monofosfato de treprostinil (anillo) y de treprostinii monoalanina (cadena). Alcanzaron
aproximadamente 9 ng/ml 5 minutos después de la administracién. Las biodisponibilidades fueron mucho mas
elevadas al administrarse por via intraduodenal que al administrarse por via oral, segiin mediciones de los niveles
plasmaticos de treprostinil.

Referencias
1. Guia de usuario de WinNonlin, version 3.1, 1998-1999, Pharsight Co., Mountain View, CA 94040.
Ejemplo de referencia 4

En el presente ejemplo, se determinaron las concentraciones de treprostinil en ratas Sprague-Dawley macho tras
una Unica dosis oral o intraduodenal de los compuestos de estructura Il a continuacion:

OR;
Al OR,

OCH,COzR4
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que presenta la estructura siguiente:

it OH

C
o C@ H OH
i

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto funde a 107°C.

3. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que el compuesto presenta un patron de difraccion de rayos X de
10 polvo que presenta un pico de patron en 17,2 grados 2-theta.

4. Formulacién farmacéutica que comprende el compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

15 5. Formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la que la formulacion existe en una forma de dosificacion
seleccionada de entre una cépsula, un comprimido, un liquido o una suspension.

6. Utilizacion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto que presenta la estructura siguiente:

-um||:0H

20 HO

24



10

15

ES 2622471713

para la preparacion de un medicamento oral para tratar una enfermedad seleccionada de entre hipertension
pulmonar, enfermedad vascular periférica, insuficiencia renal, fenémeno de Raynaud o esclerodermia.

7. Utilizacion segun la reivindicacion 6, en la que el compuesto funde a 107°C.

8. Utilizacion segun la reivindicacién 6, en la que el compuesto presenta un patrén de difraccién de rayos X de
polvo que presenta un pico de patron en 17,2 grados 2-theta.

9. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la enfermedad es la enfermedad vascular
periférica.

10. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la enfermedad es la esclerodermia.
11. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la enfermedad es el fendmeno de Raynaud.

12. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la enfermedad es la insuficiencia renal.
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FIGURA 2C
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FIGURA 10
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FIGURA 12
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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