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DESCRIPCION
Sales de clorhidrato de un compuesto antibiético
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a sales de clorhidrato novedosas de un compuesto antibiético entrecruzado de
glucopéptido-cefalosporina y a composiciones farmacéuticas que contienen tales sales de clorhidrato. Esta invencion
también se refiere a procedimientos para preparar, y describe métodos de uso, de tales sales y composiciones de
clorhidrato.

Estado de la técnica

Los antibidticos entrecruzados de glicopéptido-cefalosporina son conocidos en la técnica. Por ejemplo, tales
antibioticos se describen en las Patentes de Estados Unidos N° 6,878,868 B2; 6,974,797 B2; 7,067,481 B2;
7,067,482 B2; 7,601,690 B2; y en Long et al., J. Antibiot. 61(10):595-602 (2008); y Long et al., J. Antibiot. 61
(10):603-614 (2008). Se reporta que estos antibidticos son utiles para tratar infecciones bacterianas Gram positivas,
incluyendo infecciones por Staphylococci aureus resistentes a la meticilina (MRSA). Véase, por ejemplo, Leuthner et
al., Antimicrob. Agents Chemother. 2010, 54(9):3799; Hegde et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(3):
1578; Blais et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(3):1584; y Tyrell et al., Antimicrob. Agents Chemother.
2012, 56(4):2194.

Uno de estos antibidticos entrecruzados de glucopéptido-cefalosporina es el 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-
tiazolil)-2-[[(6R,7R) 2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-
oxoetilidenoJamino]oxi]propilJamino]-carbonil]-26-descarboxivancomicina, que tiene la estructura quimica:

H,C, NH,
HOW_~
OH
H,c” ~o” “o,, WOH
OH
0”7 o

Cl

Este compuesto, también conocido como TD-1792, se ha descrito previamente tanto como una sal de tri(acido
trifluoroacético) o como una sal de triclorhidrato. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 6,974,797 B2
en la columna 34, linea 60, a la columna 35, linea 20. Las formas de sales descritas, sin embargo, tienen varias
desventajas.
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En primer lugar, se ha descrito que los acidos perfluorocarboxilicos, tales como el acido trifluoroacético, producen
efectos hepaticos adversos cuando se administran a ratas. Véase, por ejemplo, Just et al., Hepatology, 9(4), 570-
581 (1989). Por lo tanto, una sal de acido trifluoroacético de este compuesto puede no ser farmacéuticamente
aceptable para la administraciéon a pacientes.

Ademas, se ha encontrado que la sal de triclorhidrato de este compuesto se descompone significativamente cuando
se almacena a temperatura ambiente o incluso a temperatura refrigerada (aproximadamente 2 a aproximadamente 8
°C). Por lo tanto, la sal de triclorhidrato puede no ser aceptable para su uso en una formulacién comercial puesto que
las formulaciones farmacéuticas se almacenan a menudo durante periodos de tiempo significativos antes del uso.

Por consiguiente, existe una necesidad de nuevas formas de sales farmacéuticamente aceptables de este
compuesto que tengan una estabilidad en almacenamiento mejorada.

También son de interés las nuevas composiciones farmacéuticas que contienen tales sales. De particular interés son
las nuevas composiciones farmacéuticas que mejoran adicionalmente la estabilidad en almacenamiento del
compuesto. Sin embargo, la bibliografia cientifica existente es a menudo contradictoria con respecto a qué
excipientes son utiles para proporcionar una mayor estabilidad en almacenamiento para agentes farmacéuticos.

Por ejemplo, el documento EP 0 325 112 A1 muestra que las cefalosporinas se estabilizan disolviendo la
cefalosporina con lactosa, glucosa, sacarosa o galactosa (y opcionalmente, glicina), y después secando la solucion.

Por el contrario, la Patente de Estados Unidos No. 5,254,545 ensefia que las preparaciones farmacéuticas de EP 0
325 112 A1 no son satisfactorias para estabilizar un compuesto de cefalosporina en particular y en su lugar la
cefalosporina se formula con (i) lactosa, (ii) acido citrico o una sal de sodio del mismo vy (iii) arginina o un clorhidrato
del mismo o cloruro de sodio para proporcionar una preparacion estable.

Ademas, con respecto al uso de carbohidratos, Burgess et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 97 (1994) muestra que
la descomposicion de ciertas cefalosporinas esta catalizada por glucosa, galactosa, maltosa, sacarosa, manitol y a-
metilglucésido en soluciones acuosas a pH de 9-11.

Mas recientemente, la Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos No US 2010/010278 A1 discute las
ventajas y desventajas de varios excipientes usados para preparar formulaciones liofilizadas de cefalosporinas, tales
como polioles y aminoacidos (pagina 1, parrafos 004 a 0019), y concluye que la literatura cientifica es contradictoria
y no permite predecir qué formulaciones proporcionaran estabilidad al producto liofilizado (pagina 1, parrafo 0020).
Este documento describe formulaciones liofilizadas para derivados de cefalosporina que contienen al menos un
estabilizante seleccionado de carbohidratos, alcoholes polihidricos y polivinilpirrolidona.

Con respecto a las composiciones farmacéuticas para glicopéptidos, el documento EP 0 438 747 A1 describe
composiciones estabilizadas liofilizadas de glicopéptidos, tales como orienticinas A a D, cloroorienticinas A a E y
vancomicina, que comprenden 0,05 partes en peso o mas de uno o mas sacaridos.

El documento JP 414249 B2 describe preparaciones liofilizadas de vancomicina que comprenden aminoacidos
seleccionados entre arginina, alanina, acido aspartico, histidina y glicina.

Adicionalmente, el documento JP 2010105965 A describe preparaciones de amidas acidas solubles en agua que
contienen vancomicina, tales como nicotinamida.

Por lo tanto, se han descrito una amplia variedad de excipientes para su uso en la formulacion de cefalosporinas y
glicopéptidos. Sin embargo, la literatura cientifica es a menudo contradictoria en cuanto a qué excipiente utilizar con
un agente farmacéutico particular. Como resultado, la identificacion de un excipiente o combinaciones de excipientes
que mejora la estabilidad al almacenamiento de un glicopéptido de cefalosporina entrecruzado es particularmente
desafiante ya que tales compuestos contienen tanto cefalosporina como fracciones de glicopéptido en la misma
molécula.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un compuesto de férmula I:
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en el que x esta en el intervalo de 1 a 2.

Se ha descubierto que estas sales de clorhidrato tienen una estabilidad en almacenamiento significativamente
mejorada a temperatura ambiente y a temperatura refrigerada en comparacion con la correspondiente sal de
triclorhidrato. Ademas, se ha encontrado que la estabilidad al almacenamiento de tales sales de clorhidrato se
mejora adicionalmente en composiciones que contienen sacarosa y glicina.

En una realizacion, x es 1, es decir, el compuesto de férmula | es una sal monoclorhidratro. En otra realizacion, x es
2, es decir, el compuesto de formula | es una sal de diclorhidrato.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula 1. En una realizacion, la composicion farmacéutica comprende un portador farmacéuticamente aceptable y
un compuesto de formula I. En una realizacion particular, la composicion farmacéutica contiene sacarosa y glicina.

En ofra realizaciéon mas, la composicion farmacéutica comprende:

(a) un compuesto de formula I;

(b) 0,5 a 2,0 partes en peso de sacarosa; y

(c) 0,5 a 2,0 partes en peso de glicina (como el equivalente de base libre);

en la que las partes en peso de sacarosa y glicina se basan en la parte en peso del compuesto de féormula | (como el
equivalente de base libre).

En una realizacién particular, la composiciéon farmacéutica es una composicién liofilizada. En otra realizacion
particular, la composicion farmacéutica comprende 1,0 parte en peso de sacarosa; y 1,5 partes en peso de glicina.
En otra realizacion particular, el cambio en la pureza del compuesto de férmula | en la composicién farmacéutica es
inferior al 10%, segun se mide mediante cromatografia liquida de alto rendimiento después de almacenamiento por
12 meses a una temperatura en el intervalo de desde 18 °C a 25 °C.

La presente invencion encuentra utilidad en un método para tratar una infeccién bacteriana en un paciente usando
un compuesto de féormula I. En una realizacién, el método comprende administrar al paciente un compuesto de
férmula I. En otra realizacion, el método comprende administrar al paciente una composicién farmacéutica que
comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un compuesto de férmula I.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula | para uso en terapia. En una
realizacion, el uso en terapia es para tratar una infeccién bacteriana.

Se puede proporcionar un compuesto de féormula | para su uso en la fabricacién de un medicamento. En una
realizacion, el medicamento es para tratar una infeccion bacteriana.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 633964 T3

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un proceso para preparar un compuesto de férmula |. En una
realizacion, el proceso comprende las etapas de:

(a) formar una composicion acuosa que comprende 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-
8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]Jamino]oxi]propillamino]-carbonil]-
26-descarboxivancomicina y acido clorhidrico en una proporcién molar de 1:1 a 1:2;

(b) liofilizar la composicion acuosa para proporcionar un compuesto de férmula I.
En otro aspecto, la presente invencién proporciona un producto producido mediante un proceso descrito aqui.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para reducir la degradacion de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-
amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)}-5-tia- 1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-
oxoetilideno]-amino]oxi]propilJamino]-carbonil]-26-descarboxivancomicina durante el almacenamiento. En una
realizacion, el método comprende (a) formar un compuesto de férmula | y (b) almacenar el compuesto de formula | a
una temperatura en el intervalo desde -25 °C a 25 °C. En otra realizacion, el compuesto de férmula | se almacena de
2°Cas8°C.

En ofra realizacion mas, el método comprende almacenar una composicion farmacéutica que comprende (a) un
compuesto de formula [; (b) 0,5 a 2,0 partes en peso de sacarosa; y (c) 0,5 a 2,0 partes en peso de glicina (como el
equivalente de base libre); en la que las partes en peso de sacarosa y glicina son por parte en peso del compuesto
de férmula | (como el equivalente de base libre), a una temperatura en el intervalo de desde -25 °C a 25 °C. En otra
realizacién, la composicion farmacéutica se almacena de 2 °C a 8 °C.

Se describen aqui otros aspectos y realizaciones de esta invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Diversos aspectos de la presente invencion se ilustran haciendo referencia a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra el cambio en la pureza (porcentaje) frente al tiempo (meses) para las sales mono, di y
triclorhidrato de  26-[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-illamino]-2-oxoetilideno]lamino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina
almacenado a temperatura refrigerada.

La figura 2 muestra el cambio en la pureza (porcentaje) frente al tiempo (meses) para las sales mono, di y
triclorhidrato  del  26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-illamino]-2-oxoetilideno]lamino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina
almacenado a temperatura ambiente.

La figura 3 muestra el cambio en la pureza (porcentaje) frente al tiempo (meses) para las composiciones que
contienen (a) sales mono, di o triclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-
3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]Jamino]oxi]propillamino]-carbonil]-26-
descarboxivancomicina; (b) sacarosa; y (c) glicina; donde la composicion se ha almacenado a temperatura
ambiente.

La figura 4 muestra el cambio en la pureza (porcentaje) frente al tiempo (meses) para la sal monoclorhidrato de 26-
[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-
7-illamino]-2-oxoetilidenolamino]oxi]propillJamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina 'y una composicion que
contiene (a) la sal monoclorhidrato; (b) sacarosa; y (c) glicina; donde la sal monoclorhidrato y la composicién se han
almacenado a temperatura ambiente.

La figura 5 muestra el cambio en la pureza (porcentaje) frente al tiempo (meses) para la sal diclorhidrato de 26-[[[3-
[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-
illamino]-2-oxoetilidenoJamino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina y una composicién que contiene
(a) la sal de diclorhidrato; (b) sacarosa; y (c) glicina; donde la sal de diclorhidrato y la composicion se han
almacenado a temperatura ambiente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos de féormula |. Tales compuestos son sales de adicién de acido
clorhidrico y 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-illamino]-2-oxoetilideno]Jamino]oxi]propillamino]-carbonil]-26-descarboxivancomicina. En
los compuestos de férmula |, cualquier atomo capaz de ser protonado por el acido clorhidrico (tal como un grupo
amino o un grupo de acido carboxilico) puede ser protonado para formar una sal y todas estas formas estan
incluidas dentro del alcance de esta invencidon a menos que se indique otra cosa.
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Definiciones

Cuando se describe esta invencion, los siguientes términos tienen los significados siguientes a menos que se
indique otra cosa.

El término "sal farmacéuticamente aceptable" significa una sal que es aceptable para la administracion a un paciente
o un mamifero, tal como un ser humano (por ejemplo, sales que tienen una seguridad aceptable para mamiferos
para un régimen de dosificacion dado). Las sales farmacéuticamente aceptables representativas incluyen sales de
acido acético, ascorbico, bencenosulfénico, benzoico, canforsulfénico, citrico, etanosulfénico, edisilico, fumarico,
gentisico, gluconico, glucorénico, glutamico, hipurico, bromhidrico, clorhidrico, isetiénico, lactico, lactobionico,
maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, mucico, naftalenosulfénico, naftaleno-1,5-disulfénico, naftaleno-2,6-
disulfénico, nicotinico, nitrico, orético, paméico, pantoténico, fosférico, succinico, sulfurico, tartarico, p-
toluenosulfonico y xinafdico y similares.

El término "temperatura refrigerada” significa una temperatura de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 8 °C.

El término “temperatura ambiente” significa temperatura ambiente en un laboratorio de quimica, tipicamente de
aproximadamente 18 °C a aproximadamente 25 °C.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” significa una cantidad suficiente para efectuar el tratamiento cuando
se administra a un paciente que necesita tratamiento.

El término "tratar" o "tratamiento" significa:

(a) prevenir que se produzca una enfermedad o condicién médica, es decir, tratamiento profilactico de un paciente o
sujeto;

(b) mejorar una enfermedad o condicién médica, es decir, eliminar o causar la regresion de la enfermedad o
condiciéon médica en un paciente;

(c) suprimir una enfermedad o condicion médica, es decir, retardar o detener el desarrollo de la enfermedad o
condiciéon médica en un paciente; o

(d) aliviar los sintomas de una enfermedad o condicién médica en un paciente.
Procedimientos Sintéticos Generales

Los compuestos de férmula | se preparan tipicamente proporcionando o formando primero una composicidon acuosa
que contiene 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]lamino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina y
desde 1 a 2 equivalentes molares de acido clorhidrico. La composiciéon acuosa se liofiliza a continuacién para
proporcionar un compuesto de formula 1.

La composicién acuosa se prepara tipicamente afiadiendo la cantidad apropiada de acido clorhidrico acuoso diluido
(tal como acido clorhidrico acuoso 1 N) a una composicion acuosa de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-
[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-illamino]-2-oxoetilidenoJamino]oxi]
propil] amino]carbonil]-26-descarboxivancomicina. Generalmente, la composicién acuosa que contiene el compuesto
se analiza, por ejemplo, por HPLC para determinar la cantidad del compuesto presente en la soluciéon acuosa. Una
vez que se conoce la cantidad del compuesto, se afiade la cantidad apropiada de acido clorhidrico de modo que la
composicion acuosa resultante contiene de 1 a 2 equivalentes molares de acido clorhidrico por equivalente molar de
compuesto. Tipicamente, el acido clorhidrico se afiade a una temperatura en el intervalo de desde -10 °C a 25 °C.

En algunos casos, la solucion acuosa puede contener ya algo de acido clorhidrico (por ejemplo, menos de 1
equivalente molar) y en tales casos, la cantidad de acido clorhidrico ya presente en la solucién acuosa se tiene en
cuenta al afadir acido clorhidrico adicional. Alternativamente, si la solucidon acuosa que contiene el 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-
amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-
oxoetilideno]Jamino]oxi]propil] -amino]carbonil]-26-descarboxivancomicina contiene mas de 2 equivalentes de acido
clorhidrico, la soluciéon acuosa puede neutralizarse con una base, tal como un bicarbonato alcalino o un carbonato
alcalino, para ajustar la relacion molar de acido clorhidrico al compuesto para que esté en el intervalo de desde 1 a
2. A modo de ejemplo, se puede usar bicarbonato de sodio como base. La base se afiade tipicamente en forma de
una solucion acuosa diluida, por ejemplo, tal como una solucidon acuosa de bicarbonato de sodio al 5%. La base se
afiade tipicamente a la soluciéon acuosa a una temperatura en el intervalo de desde -10 °C a 25 °C.

Cuando se describen tales composiciones acuosas, se reconocera que el acido clorhidrico protona el compuesto de
modo que la composicién acuosa contiene la sal de adicidn acida de acido clorhidrico y el compuesto. Por lo tanto,
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cualquier referencia a la proporcidon molar del compuesto a acido clorhidrico se entendera que se refiere a la
proporciéon molar de los componentes en la forma de las sales de adicién de acido.

Una vez que se ha formado la composicion acuosa que contiene el compuesto y desde 1 a 2 equivalentes molares
de acido clorhidrico, la composicidon acuosa se liofiliza tipicamente para proporcionar un compuesto de férmula |
como un polvo liofilizado. La liofilizacion se lleva a cabo generalmente a una temperatura en el intervalo de desde -
60 °C a -20 °C bajo presion reducida en el intervalo de desde 20 torr (mm Hg) a 100 torr, tal como 40 torr a 60 torr.
La liofilizacién se lleva a cabo generalmente durante 48 horas a 200 horas o hasta que los componentes volatiles se
eliminen sustancialmente. La liofilizacién proporciona el compuesto de formula | como un polvo liofilizado.

Alternativamente, el compuesto de férmula | puede precipitarse y aislarse por filtracion o centrifugacion. Por ejemplo,
se puede usar un exceso de un diluyente organico para precipitar el compuesto de formula | a partir de una
composicion acuosa. Los diluyentes organicos adecuados incluyen, a modo de ilustracion, acetonitrilo, metanol,
etanol y acetona. Si se desea, el precipitado se puede lavar opcionalmente con un diluyente organico adecuado. Por
ejemplo, cuando se usa acetona para precipitar el compuesto de formula |, el precipitado resultante se lava
opcionalmente con acetona y luego se seca. Tipicamente, el procedimiento de aislamiento se lleva a cabo a una
temperatura de 0 °C a 30 °C, tipicamente en un intervalo entre 5 °C y 20 °C, y todas las etapas de filtracion, lavado y
secado se realizan bajo una atmésfera inerte, tal como nitrégeno o argoén.

Procedimientos para preparar 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina son conocidos en la técnica. Por ejemplo, la preparacion de este compuesto se describe en
la Patente de Estados Unidos N° 6,974,797 B2 y Long et al., J. Antibiot. 61(10): 603-614 (2008).

A modo de ilustracion, la vancomicina o una sal del mismo puede hacerse reaccionar con el compuesto A que tiene
la formula:

J_/NH2
Je)
cl o
S A S | AN
, A
>;N 0 No N~ -
H,N O
o~ "o

o una sal del mismo, en presencia de un reactivo de acoplamiento peptidico para proporcionar 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-
amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-
oxoetilideno]amino]oxi]propillamino]-carbonil]-26-descarboxivancomicina o una sal del mismo.

Tipicamente, esta reaccion se lleva a cabo poniendo en contacto vancomicina o una sal del mismo, con 1 a 1,1
equivalentes molares de un reactivo de acoplamiento peptidico en un diluyente, tal como DMF, DMSO, o una mezcla
de los mismos. Esta reaccion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura en el intervalo de -10 °C a 10 °C
durante 10 minutos a 60 minutos o hasta que la reaccién esté sustancialmente completa. Una solucién de 0,9 a 1,1
equivalentes molares de compuesto A o una sal del mismo en un diluyente, tal como DMF, DMSO o una mezcla de
los mismos, se afiade entonces al derivado de vancomicina activado. Después de la adicion del compuesto A, se
afiade una amina, tal como diisopropiletilamina, en una cantidad que varia de desde 2 a 10 equivalentes molares (tal
como 5 equivalentes molares). La amina se afiade tipicamente a una tasa tal que la temperatura de reaccion se
mantiene en el intervalo de -10 °C a 5°C. La mezcla de reaccién se mantiene tipicamente a una temperatura en el
intervalo de -10 °C a 5 °C durante 0,5 a 3 horas, o hasta que la reaccion esté sustancialmente completa.

Se pueden usar diversos reactivos de acoplamiento de péptidos en esta reaccion. Ejemplos representativos incluyen
benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato (PyBOP) con o sin 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAL);
tetrafluoroborato de O-(6-cloro-1-hidrocibenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TCTU); hexafluorofosfato de O-(6-
clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N', N'-tetrametiluronio (HCTU); O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N', tetrafluoroborato de N'-
tetrametiluronio (TBTU); cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfilonio (DMTMM); 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDCI) con HOAt y dietilcianofosfonato (DECP).En una realizacion, el reactivo de
acoplamiento peptidico es cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolonio.

Una vez completada la reaccion de acoplamiento, el producto de reaccion se aisla y purifica usando procedimientos
convencionales, tales como precipitacion y filtracion, cromatografia en columna y HPLC.

El compuesto A es conocido en la técnica. Por ejemplo, el compuesto A puede prepararse como se describe en la
Patente de Estados Unidos N° 6,974,797 B2 (Ejemplo A, en la columna 27, linea 51 a la columna 30, linea 56) o en
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Long et al., J. Antibiot. 61(10): 603-614 (2008) (Cox Synthon 18 en las paginas 611-612). Los procedimientos para
preparar el compuesto A también se describen en los Ejemplos.

La vancomicina es también conocida en la técnica. Por ejemplo, el clorhidrato de vancomicina esta comercialmente
disponible de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO 63103) y de Haorui Pharma-Chem Inc. (Irvine, CA 92618).

Después de la preparacion, el  26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina empleado en la presente invencion puede purificarse usando HPLC de fase reversa u otros
métodos cromatograficos.

Por ejemplo, el compuesto puede purificarse usando resinas de poli(estireno-divinilbbenceno) (PS-DVB).
Tipicamente, la resina PS-DVB empleada para purificar el compuesto es una resina rigida de tipo macroporoso que
tiene un tamafio de poro que varia desde aproximadamente 100 angstroms a aproximadamente 1,000 angstroms y
un tamafo de particula que varia desde aproximadamente 10 um a aproximadamente 50 um. Una resina
representativa adecuada para su uso es PLRP-S (Agilent Technologies, Santa Clara CA 95051) que tiene un tamafio
de poro de aproximadamente 100 angstroms y un tamafio de particula de aproximadamente 50 um.

Generalmente, el eluyente usado para la purificacion comprende una solucidn acida acuosa que contiene cantidades
variables de un disolvente organico polar. Los disolventes organicos polares representativos incluyen acetonitrilo,
etanol, isopropanol y metanol. Los acidos adecuados incluyen acido acético, acido trifluoroacético y acido
clorhidrico. El eluyente también puede contener un regulador, tal como un regulador de acetato o un regulador de
fosfato. En una realizacion, el eluyente comprende un regulador de acetato acuoso (100 mM) que contiene
acetonitrilo en cantidades que varian de 2% v/v a 13% v/v.

Dependiendo del procedimiento de purificacion empleado, puede llevarse a cabo un intercambio de sales después
de la purificacion para proporcionar una sal de clorhidrato del compuesto. Por ejemplo, si el acido empleado en el
procedimiento de purificacion es un acido distinto del acido clorhidrico (es decir, acido acético o acido
trifluoroacético), se realiza tipicamente un intercambio de sales para formar la sal del acido clorhidrico.

El intercambio de sal se lleva a cabo generalmente usando una resina PS-DVB como se describe aqui para la
purificacion. La sal del compuesto se carga tipicamente sobre la resina PS-DVB y después la resina se eluye con
una solucion acuosa de acido clorhidrico que contiene cantidades variables de un disolvente organico polar. Los
disolventes organicos polares representativos incluyen acetonitrilo, etanol, isopropanol y metanol. Generalmente, la
cantidad de disolvente organico polar empleada oscilara entre el 10% v/v al 80% v/v; incluyendo 10% v/v hasta 50%
v/v; tal como 10% v/v a 20% v/v. En una realizacion, el eluyente usado para el intercambio de sales comprende 10
mM de acido clorhidrico acuoso que contiene acetonitrilo al 20% v/v.

Composiciones Farmacéuticas

Los compuestos de férmula | se administran tipicamente a un paciente en forma de una composiciéon farmacéutica.
Dichas composiciones farmacéuticas pueden contener cualquier portador o excipiente aceptable. La eleccién de un
portador particular, o combinaciones de portadores, dependera de diversos factores, tales como el modo de
administracion, la compatibilidad de los componentes y la estabilidad de la composicion.

Las técnicas convencionales para preparar composiciones farmacéuticas son conocidas en la técnica y se
describen, por ejemplo, en REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY (REMINGTON: THE
SCIENCE & PRACTICE OF PHARMACY), Pharmaceutical Press, Philadelphia, PA; 21 Ed. (7 de octubre de 2011).
Ademas, los ingredientes convencionales necesarios para tales composiciones estan comercialmente disponibles,
por ejemplo, de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63178, y otros proveedores comerciales.

La composicién farmacéutica se prepara tipicamente mezclando o incorporando completa e intimamente un
compuesto de férmula | con un portador farmacéuticamente aceptable y cualquier ingrediente opcional.

En una realizacién, la composicion farmacéutica es adecuada para administracion parenteral, particularmente
administracién intravenosa. Tales composiciones farmacéuticas comprenden tipicamente una soluciéon de soporte
acuosa estéril, fisiologicamente aceptable, que contiene un compuesto de férmula |. En una realizacion, la
composicion esta libre de pirégenos. Opcionalmente, la solucion portadora puede contener otros componentes, tales
como azucares, aminoacidos y electrolitos.

Los vehiculos acuosos representativos fisioldgicamente aceptables incluyen, a modo de ejemplo, Agua Estéril para
Inyeccién, USP; Inyeccion de Dextrosa, USP (por ejemplo 2,5, 5,0, 10, 20% de dextrosa, incluyendo Inyecciéon de
Dextrosa al 5% (D5/W)); Inyeccion de Dextrosa y de Cloruro de Sodio, USP (por ejemplo, dextrosa que varia desde
2,5 a 10% y cloruro de sodio que varia desde 0,12 (19 mEq de sodio) a 0,9% (154 mEq de sodio)); Inyeccion de
Manitol, USP, (por ejemplo, 5, 10, 15, 20 y 25% de manitol); Inyecciéon de Ringer, USP (por ejemplo, 147 mEq de
sodio, 4 mEq de potasio, 4,5 mEq de calcio y 156 mEq de cloruro por litro); Inyeccion de Lactato Ringer, USP (por
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ejemplo, 2,7 mEq de calcio, 4 mEq de potasio, 130 mEq de sodio y 28 mEq de lactato por litro); e Inyeccion de
Cloruro de Sodio, USP (por ejemplo, cloruro de sodio al 0,9%).

Cuando se administra a un paciente, el compuesto de férmula | se diluira tipicamente en 0,5 mL a 10 mL del
portador acuoso por mg del compuesto de formula |, tal como 0,6 a 8 mL por mg.

Alternativamente, la composicion farmacéutica puede estar en una forma sélida adecuada para la reconstitucion y
posterior administracion parenteral. Tales composiciones estan tipicamente en la forma de una composicion estéril,
liofilizada que se reconstituye antes de su uso con un portador acuoso estéril, fisioldgicamente aceptable. En esta
realizacion, la composicion farmacéutica comprende tipicamente un compuesto de formula | y un portador
farmacéuticamente aceptable. Los portadores representativos para uso en tales composiciones farmacéuticas
incluyen, a modo de ejemplo, sacarosa, manitol, dextrosa, dextrano, lactosa, glicina o combinaciones de los mismos.

En una realizacion, la composicion farmacéutica comprende (a) un compuesto de férmula 1, (b) sacarosa y (c) glicina
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Tales composiciones contienen tipicamente de 0,5 a 2,0 partes
en peso, incluyendo 1,0 parte en peso, de sacarosa por parte en peso del compuesto de férmula | (como el
equivalente de base libre); y 0,5 a 2,0 partes en peso, incluyendo 1,5 partes en peso, de glicina (como el equivalente
de base libre) por parte en peso del compuesto de férmula | (como el equivalente de base libre). En una realizacion,
la composicién farmacéutica contiene 1,0 parte en peso de sacarosa y 1,5 partes en peso de glicina (como el
equivalente de base libre) por parte en peso del compuesto de férmula | (como el equivalente de base libre). Por
ejemplo, dichas composiciones farmacéuticas pueden comprender desde 0,5 mg a 2,0 mg de sacarosa y 1,0 mg a
2,0 mg de glicina (como el equivalente de base libre) por miligramo de compuesto de férmula | (como el equivalente
de base libre), tal como 1,0 mg de sacarosa y 1,5 mg de glicina (como el equivalente de base libre) por miligramo de
compuesto de férmula | (como el equivalente de base libre).

En otra realizacion, la composicion farmacéutica comprende (a) 10% en peso a 60% en peso del compuesto de
férmula | (equivalente de base libre); (b) 10% en peso a 60% en peso de sacarosa; y (c) 10% en peso a 80% en
peso de glicina (equivalente de base libre). Por ejemplo, esta realizacion incluye una composicion farmacéutica que
comprende (a) 20% en peso a 50% en peso del compuesto de férmula | (equivalente de base libre); (b) 20% en peso
a 50% en peso de sacarosa; y (c) 20% en peso a 70% en peso de glicina (equivalente de base libre); tal como una
composicion farmacéutica que comprende (a) 25% en peso a 35% en peso del compuesto de formula | (equivalente
de base libre); (b) 25% en peso a 35% en peso de sacarosa; y (c) 30% en peso a 50% en peso de glicina
(equivalente de base libre); con base en el peso total de la composicion.

En una realizacion, la composicion farmacéutica es un polvo liofilizado. Tipicamente, el polvo liofilizado es estéril y
se envasa en un vial o ampolla sellado herméticamente o recipiente similar.

Estabilidad en almacenamiento

Se ha descubierto que los compuestos de formula | tienen una estabilidad en almacenamiento significativamente
mejorada en comparacion con la correspondiente sal de triclorhidrato. Ademas, se ha encontrado que la estabilidad
en almacenamiento de los compuestos de formula | se mejora ain mas en composiciones que contienen sacarosa y
glicina.

La sal de triclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil )-5-
tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilidenoJamino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina
es conocida en la técnica. Por ejemplo, la sal de triclorhidrato se describe en la patente de Estados Unidos No.
6,974,797 B2 en la columna 35, lineas 16-20. Sin embargo, tras el almacenamiento, se ha encontrado que la pureza
de la sal de triclorhidrato disminuye significativamente. Por ejemplo, cuando se almacena a temperatura ambiente
durante 12 meses, se ha encontrado que la sal de triclorhidrato disminuye en pureza en mas del 30% (como se
muestra en la Figura 2).

Dicha degradacion es motivo de preocupacion porque los productos de degradacion pueden diferir en su actividad
biolégica o efecto terapéutico en comparacion con la molécula madre. Véase, por ejemplo, J. Diana et al., Journal of
Chromatography A, 996:115-131 (2003), que discute las impurezas de vancomicina.

Se cree que uno de los productos de degradacion de la sal de triclorhidrato es un compuesto de férmula Il
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o una sal del mismo. Este compuesto se denomina también Degradante B. El compuesto de formula Il es un isémero
de doble enlace en el que el doble enlace en el anillo A de la fraccion de cefalosporina se ha isomerizado desde la
posicién Aala posicion A%

Se ha informado que los isémeros A? de los acidos de cefalosporina son inactivos. Véase, por ejemplo, Crocker et al,
J. Chem. Soc. (C), 1142 (1966); y Saab et al., J. Pharm. Sci., 77(10), 906 (1988). Por lo tanto, es importante
minimizar la formacion del isomero A? durante el almacenamiento del compuesto.

Se cree que otro degradante es un producto de hidrdlisis que tiene la formula Il1:

H3C,’ NH,

o una sal del mismo. El compuesto de formula 11l también se denomina Degradante A.
Se ha descubierto ahora que los compuestos de formula | son mas estables en comparaciéon con la sal de

triclorhidrato cuando se almacenan a temperatura ambiente o temperatura refrigerada durante 12 meses. Véase, por
ejemplo, la Figura 1y 2.
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Ademas, los compuestos de férmula | son mas estables a temperatura ambiente cuando se formulan con sacarosa y
glicina. Véase, por ejemplo, la Figura 3, 4 y 5.

En una realizacion, el cambio (o disminucién) en la pureza del compuesto de férmula | en la composicion
farmacéutica es menos que el 10% seguin se mide mediante cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC")
después de almacenamiento durante 12 meses a una temperatura en el intervalo de desde 18 °C a 25 °C
(temperatura ambiente).

En otra realizacion, el area bajo la curva (AUC) para el compuesto de formula | disminuye por menos del 10% como
se determiné por cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC") después del almacenamiento de la composicion
farmacéutica durante 12 meses a una temperatura en el intervalo de desde 18 °C a 25 °C (temperatura ambiente).

En una realizacioén particular, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende:
(a) un compuesto de formula I;

(b) 1,0 partes en peso de sacarosa; y

(c) 1,5 partes en peso de glicina (como el equivalente de base libre);

en la que las partes en peso de sacarosa y glicina se basan en la parte en peso del compuesto de féormula | (como el
equivalente de base libre); y en la que el cambio en la pureza del compuesto de formula | en la composicion
farmacéutica es menos que el 10% segun se mide mediante cromatografia liquida de alto rendimiento después de
almacenamiento durante 12 meses a una temperatura en el intervalo de desde 18 °C a 25 °C.

Utilidad

26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil}-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-
en-7-ilJlamino]-2-oxoetilidenolamino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina y sus sales tienen utilidad
como antibiéticos o agentes bactericidas contra bacterias Gram-positivas, incluyendo organismos resistentes a
multiples farmacos tales como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y vancomicina intermedia S.
aureus (VISA). Véase, por ejemplo, Leuthner et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2010, 54(9):3799; Hegde et al.,
Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(3):1578; Blais et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(3):1584; y
Tyrell et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(4):2194.

La concentracion inhibidora minima (MIC) de los compuestos de formula | frente a diversas bacterias y cepas
bacterianas puede determinarse usando procedimientos estandar, tales como los publicados por el Clinical and
Laboratories Standards Institute (CLSI) (Wayne, PA 19087). Véase, por ejemplo, CLSI. Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard - Ninth Edition. CLSI
Document M07A9.. Wanye, PA: Clinical and Laboratories Standards Institute; 2012.

Los compuestos de féormula | se administran tipicamente en una cantidad terapéuticamente efectiva por cualquier via
de administracién aceptable. Tipicamente, los compuestos se administran parenteralmente, tal como por via
intravenosa. Los compuestos se pueden administrar en una sola dosis diaria o en dosis multiples por dia. El régimen
de tratamiento puede requerir administracion durante largos periodos de tiempo, por ejemplo, durante varios dias o
de una a seis semanas o mas. La cantidad de compuesto administrado por dosis o la cantidad total administrada se
determinara tipicamente por parte del médico del paciente y dependera de factores tales como la naturaleza y
gravedad de la infeccion, la edad y estado general del paciente, la tolerancia del paciente al compuesto, el(los)
microorganismo (s) que causa(n) la infeccion y la via de administracion.

Las dosis representativas oscilan entre 0,25 y 2,5 mg/kg/dia del compuesto de formula | (equivalente de base libre),
incluyendo desde 1 a 2 mg/kg/dia. En una realizacion, el compuesto de férmula | se administra a una dosis de 2
mg/kg/dia (equivalente de base libre). Un régimen de tratamiento representativo consiste en administrar un
compuesto de férmula | una vez al dia a una dosis de 2 mg/kg/dia (equivalente de base libre) durante un periodo de
7 a 14 dias.

Cuando se administra en un portador acuoso fisiolégicamente aceptable, el compuesto de férmula | se administra
tipicamente de manera intravenosa al paciente durante un periodo de 0,5 h a 2 h, tal como durante 1 h.

Las infecciones representativas o afecciones médicas relacionadas con bacterias que se pueden tratar o prevenir
con un compuesto de féormula | incluyen, a modo de ejemplo, infecciones causadas por bacterias Gram-positivas,
incluyendo infecciones de la piel y de la estructura de la piel, neumonia, endocarditis, meningitis, infecciones del
tracto urinario, infecciones del torrente sanguineo y osteomielitis. Cuando se tratan estas condiciones, el paciente
puede ya estar infectado con el microorganismo que va a ser tratado o puede ser susceptible a la infeccion, en cuyo
caso el agente antibiético se administra profilacticamente.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar diversas realizaciones y aspectos representativos de esta
invencion y no pretenden limitar el alcance de esta invencion de ninguna manera a menos que se indique
especificamente.

El clorhidrato de vancomicina se adquirié6 de Haorui Pharma-Chem Inc., Irvine, California, EE.UU. Se adquirié cloruro
de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) de Ubichem Plc, Hampshire, Reino Unido. 1-[[(6R,
7R)-7-Amino-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-iljmetil]piridinio  cloruro de monoclorhidrato (7-
PYCA) se adquirié de Zhejiang Hengdian Apeloa Imp. & Exp. Co., Ltd., Zhejiang, China, y Aurisco Pharmaceuticals
Limited, Shanghai, China; o puede prepararse mediante el procedimiento, por ejemplo, en la Patente de Estados
Unidos N° 4,258,041, o mediante otros procedimientos publicados. Todos los demas reactivos, materiales de partida
y disolventes usados en los siguientes ejemplos se adquirieron de proveedores comerciales (tales como Sigma-
Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO) y se usaron sin purificacion adicional a menos que se indique lo
contrario.

Se utilizan las siguientes abreviaturas: DMF = N,N-dimetilformamida; DMSO = dimetilsulféxido; h = horas; y min =
minutos.

Ejemplo 1

Método de HPLC para determinar la pureza de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil }-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]-propilJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina

Muestras

Las muestras de pruebas se analizaron con respecto a 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-
carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]
carbonil]-26-descarboxivancomicina y sus productos de degradacién usando un sistema de HPLC con un detector
de arreglo de fotodiodos (Agilent 1100 o 1200 HPLC System, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA 95051)
controlado con software de datos de cromatografia (Empower Software, Waters Corporation, Milford, MA 01757).
Todos los disolventes eran de grado HPLC y se compraron a Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, Ml 49442).
El acido fosférico (85% p/p) y el dihidrogenofosfato de sodio fueron de grado HPLC y se adquirieron de Fluka
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63103).Todos los reactivos se usaron sin purificacion adicional.

Las muestras de prueba se filtraron a través de un filtro de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,2 um antes del
analisis y se descarté el primer 1 mL. Las condiciones de analisis por HPLC se resumen en la Tabla A.

Tabla A
Condiciones de analisis por HPLC
Columna Columna Advanced Materials Technology Halo C18, 2,7um, 4.6 x 150 mm
Temperatura de muestreadon5,0 °C
automatico
Temperatura de columna 30,0 °C
Longitud de onda 214 nm
Fase Movil A 2:98 acetonitrilo:agua p/65 mM regulador de fosfato pH = 2,0
Fase Movil B 60:40 acetonitrilo:agua p/65 mM regulador de fosfato pH = 2,0
Solvente de Muestra 2:98 acetonitrilo:agua p/65 mM regulador de fosfato pH = 3,2
Concentracion de la Muestra 0,25 mg/mL
'Volumen de Inyeccion 7 pL
Rata de flujo 1.00 mL/min
Gradiente Tiempo (min) Fase Movil A Fase Movil B
0 92,0 % viv 8,0 % viv
93,0 70,0 30,0
98,0 45,0 55,0
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Condiciones de analisis por HPLC
98,1 5,0 95,0
100,1 5,0 95,0
100,2 92,0 8,0
105,0 92,0 8,0

Los tiempos de retenciéon para componentes de muestra particulares se muestran en la Tabla B.

Tabla B

Tiempos de retenciéon HPLC

Compuesto tiempo de retencion (min)
Degradante A 23,4
Degradante B 24,5
26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil )-5- 27,2
tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]Jamino]oxi]propilJamino]carbonil]-
26-descarboxivancomicina

La pureza de la muestra de prueba se determind con base en el area pico integrada (area bajo la curva o AUC) para
el compuesto como un porcentaje de todos los picos integrados. La concentracion (valor del analisis) del compuesto
en una muestra de prueba se determiné por comparacion con un estandar de referencia.

Ejemplo 2
Método GC para determinar el disolvente residual

Los disolventes residuales en muestras de prueba de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-
carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]
carbonil]-26-descarboxivancomicina se determinaron utilizando un sistema de cromatografia de gases (Agilent GC
6890, Agilent Technologies, Santa Clara CA 9505) equipado con un muestreador automatico de espacio de cabeza
(Agilent 7694 Headspace Sampler). Se us6 una columna de DB-624 GC (30 m de longitud x 0,53 mm de diametro
interior x 3 um) (Agilent, Parte No. 125-1334).

Se prepard una solucion estandar interna afadiendo 1-butanol (4 ml) a un matraz volumétrico de 1 litro. Se afadié
DMSO (800 mL) y la mezcla se mezclé completamente y después se afiadi6 DMSO adicional para hacer un volumen
total de 1 L.

Cada muestra de prueba (50 mg) se transfirid a un vial de espacio de cabeza de 20 mL y se afiadid la solucion
estandar interna (1 mL) y la mezcla resultante se agité vigorosamente hasta que se disolvié la muestra.

Se prepararon estandares de referencia que tenian una concentracion de 2 mg/mL en la solucion estandar interna
de disolventes disponibles comercialmente de pureza conocida. Todos los disolventes estandar de referencia se
combinaron tipicamente en una solucién estandar de referencia que se preparo por triplicado. Para cada replicacion
estandar de referencia, se afiadié 1 mL de la solucidon al vial del espacio de cabeza de 20 mL y se sellé por
encogimiento.

Las condiciones de andlisis por GC se resumen en la Tabla C.

Tabla C
Condiciones de Analisis por GC
Gas portador Helio a 2,60 mL/min flujo constante
Horno GC 'Tiempo de equilibrio = 1 min

'Tiempo de operacion total = 29,7 min

Rampa del horno GC Rata de la rampa Temp. Final (°C) Tiempo de
(°C/min) operacion (min)
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Condiciones de Analisis por GC

Inicial - 30 0
Rampa 1 2 60 15
Rampa 2 10 140 23
Rampa 3 1 143 26
Rampa 4 10 160 29.7
\Valvula 200 °C; 10:1 relacién de division

Muestreador de espaciogHorno de espacio de cabeza = 85 °C

de cabeza Temperatura de bucle = 100 °C

Linea de transferencia = 110 °C

Tiempo de equilibrio del Vial = 10 min, en agitacion alta
Presurizacion del Vial = 11 psi (He)

Bucle de muestra 1 mL

Detector FID, 300° C

Flujo de Hidrogeno = 30 mL/min

Flujo de Aire = 400 mL/min

Gas nitrégeno de compensacion a 30 mL/min

Los tiempos de retencién de GC para disolventes tipicos con relacién al estandar interno de 1-butanol se muestran
en la Tabla D. El 1-butanol se eluye tipicamente a aproximadamente 19,0 min.

Tabla D
Tiempos de Retencién Relativos de GC en comparacion
con a 1-Butanol
Disolvente Tiempo Relativo de
Retencion

IAcetona 0,45

IAcetonitrilo 0,50

1-Butanol 1,00

Sulféxido de Dimetilo 1,38

Metil tert-butil éter 0,57

La cantidad de disolvente residual en una muestra de prueba se determiné comparando las areas pico de la muestra
con las de los estandares de referencia.

Ejemplo 3
Preparacion de 3-Bromopropilcarbamato de tert-butilo

A una solucién de hidroxido de sodio (105 g, 2,625 mol) en agua (1,15 L) mantenida a una temperatura de o
ligeramente por debajo de 10 °C se afiadié una solucion de dicarbonato de di-tert-butilo (229 g, 1,05 mol) en heptano
(1,03 L). El matraz que contenia la solucion de dicarbonato de di-tert-butilo se enjuagd con heptano (125 mL) y se
afiadio el enjuague a la mezcla de reaccion. La mezcla resultante se enfrié a una temperatura de o ligeramente por
debajo de 10 °C y se afiadio gota a gota una soluciéon de bromhidrato de 3-bromopropilamina (251 g, 1,15 moles) en
agua (250 mL) a una rata que permitié que la temperatura de reaccion interna fuera mantenida por debajo de
aproximadamente 20 °C. El matraz que contenia la solucién de bromhidrato de 3-bromopropilamina se enjuagé con
agua (20 ml) y el enjuague se afiadié a la mezcla de reaccion. Una vez completada la adicion, la mezcla de reaccion
se dejo calentar lentamente hasta temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C) y la agitacion se continué durante
aproximadamente 2 h a temperatura ambiente. La agitacion se interrumpié y la mezcla se dejé reposar durante 30
min. La capa acuosa inferior se separé de la capa organica y se desecho. A la capa organica se afiadié una solucion
acuosa saturada de cloruro de sodio (250 mL) y la mezcla resultante se agitd6 durante 5 min. La mezcla se dejo
reposar durante 30 minutos y la capa acuosa inferior se separd y se desechd6. La capa organica se concentro hasta
un volumen de aproximadamente 350 mL y esta solucion concentrada se enfrié a 5 °C y se agité durante 4 h a 5 °C.
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El precipitado resultante se recogié por filtracion al vacio para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un
solido cristalino blanco (211 g, 84% de rendimiento). El filtrado se concentré y la solucién concentrada se enfrié a 5
°C y se agité durante 4 h a 5 °C. El precipitado adicional resultante se recogié por f||traC|on al vacio para
proporC|onar una cantidad adicional del compuesto del titulo (17 g, 6,8% de rendimiento). '"H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 5 "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 3,50 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,03 (q, J = 6,8 Hz, 2H), 1,91 (m, J = 6,8 Hz,
2H), 1,38 (s, 9H).

Ejemplo 4
Preparacion de (22)-2-(2-Aminotiazol-4-il)-2-(3-N-tert-butoxicarbonilaminopropoxiimino)acetato de etilo

A una mezcla de 2-amino-a-(hidroxiimino)-4-tiazolacetato de etilo (139,9 g, 650 mmol), 3-bromopropilcarbamato de
tert-butilo (209,0 g, 877,5 mmol) y carbonato de potasio en polvo (157,2 g, 1137,5 mmol) se afiadié DMF (550 mL) y
agua (24,4 mL). La mezcla resultante se agité a 30 °C durante aproximadamente 11 h. La mezcla de reaccion se
enfrié a temperatura ambiente y se afiadieron acetato de etilo (2,3 L) y agua (1,7 L) y la mezcla resultante se agité
durante 5 min. La mezcla se dejé reposar durante 60 minutos y la capa inferior (capa acuosa) se separé y se
desechd. Se afiadi6 una solucién acuosa de bicarbonato de sodio (10% en peso, 600 mL) y la mezcla resultante se
agité durante 5 min. La mezcla se dejo reposar durante 60 minutos y la capa inferior (capa acuosa) se separé y se
desechd. Se afiadi6 una solucion acuosa de cloruro de sodio (10% en peso, 600 mL) y la mezcla resultante se agité
durante 5 min. La mezcla se dejo reposar durante 60 minutos y la capa inferior (capa acuosa) se separé y se
desechd. La capa organica se concentré hasta un volumen de aproximadamente 600 mL. Se afiadieron hexanos
(250 mL) gota a gota al concentrado con agitacion suave a 0 °C durante 1 h para formar un precipitado. El
precipitado se recogi6 por f||traC|on al vacio para dar el compuesto del titulo (232 g, 96% de rendimiento) como un
solido cristalino blanquecino. "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 7,25 (s, 2H), 6,89 (s, 1H), 6,82 (brs, 1H), 4,26 (q, J = 8
Hz, 2H), 4,08 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,97 (q, J = 6,4 Hz, 2H), 1,72 (m, J = 6,4 Hz, 2H), 1,37 (s, 9H), 1,26 (1, J = 8 Hz,
3H).

Si se desea, el producto se puede recristalizar. El material bruto de varios lotes (1,0 kg, 91,2% de pureza) se disolvié
en acetato de etilo (2 L) a 60 °C y se afadié lentamente heptano (1 L). La solucién resultante se calenté a 60 °C
durante 1 h con agitacion, tiempo durante el cual se formé un precipitado. La mezcla se dejé enfriar lentamente a
temperatura ambiente. El precipitado se recogié por filtracién al vacio bajo nitrégeno seco, se lavo con una mezcla
de heptano y EtOAc (1 L, 3:1) y se seco al vacio durante una noche para dar el compuesto del titulo (770 g, 98,3%
de pureza).

Ejemplo 5
Preparacion de acido (2Z2)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(3-N-tert-butoxicarbonilaminopropoxiimino)acético

A una solucién de (2Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(3-N-tert-butoxicarbonilaminopropoxiimino)acetato de etilo (232,0 g,
622,9 mmol) en etanol absoluto (1,63 L) se afiadié gota a gota una solucion de hidréxido de sodio (29,9 g, 747,4
mmol) en agua (748 mL). La mezcla resultante se calenté a 35 °C durante aproximadamente 8 h. La mezcla se
enfrié entonces a aproximadamente -5 °C y se afadioé gota a gota acido trifluoroacético (aproximadamente 10 mL)
hasta que el pH de la mezcla fue de aproximadamente 6,0. La mezcla se concentré entonces al vacio para eliminar
la mayor parte de los componentes volatiles y se afiadié etanol absoluto (500 ml). La mezcla resultante se concentrd
de nuevo para eliminar el agua a través de un azeotropo. Este procedimiento se repitié de nuevo afiadiendo etanol
absoluto (500 ml) concentrando posteriormente para dar el compuesto del titulo que se uso en la siguiente reaccion
sin ningun aislamiento o purificacion adicional.

Ejemplo 6

Preparacion de sal de trietilamina de acido (22)-2-(2-amino-5-clorotiazol-4-il)-2-(3-N-tert-
butoxicarbonilaminopropoxiimino)acético

Se afadi6 acetato de etilo (2,0 L) a una mezcla de acido (2Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(3-N-tert-
butoxicarbonilaminopropoxiimino)acético (aproximadamente 213 g, 627 mmol) en metanol (200 mL) para formar una
suspension. Se afiadié N-clorosuccinimida (108,0 g, 815 mmol) y la mezcla resultante se agitdé a temperatura
ambiente durante 3 h. Se afadieron agua (2,5 L), cloruro de sodio (514 g) y acido trifluoroacético (93 mL, 1254
mmol) y la mezcla resultante se agité durante 15 min. La mezcla se dejo reposar durante 1 h y luego la capa acuosa
inferior se separd y se desechd. La capa organica se concentrd al vacio hasta un volumen de aproximadamente 500
ml. Se afadié acetonitrilo (1,0 L) y la mezcla se concentro al vacio. Esto se repitié afiadiendo de nuevo acetonitrilo
(1,0 L) y concentrando la mezcla al vacio hasta un volumen de aproximadamente 600 mL. Después, la mezcla se
filtré a través de tierra de diatomeas (Celite). Se afadio trietilamina (350 mL, 2508 mmol) y la mezcla se enfrié a 0
°C, momento en el que se formé un precipitado. El precipitado se recogié por filtracion al vacio, se lavd con
acetonitrilo (165 mL) y se seco a temperatura amblente al vacio para dar el compuesto del titulo (224 g, 79% de
rendimiento) como un sélido cristalino marrén claro. "H RMN (400 MHz, MeOH-d.) 8 4,15 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,18 (m,
8H), 1,86 (m, 2H), 1,43 (s, 9H), 1,30 (t, J = 7,9Hz, 9H).
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Ejemplo 7

Preparacion de clorhidrato de 1-[[(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)[(3-N-tert-butoxicarbonilaminopropoxi)
iminoJacetil] amino]2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-1]metil]piridinio

A una mezcla de sal de trietlamina de acido acético (2Z2)-2-(2-amino-5-clorotiazol-4-il)-2-(3-N-tert-
butoxicarbonilaminopropoxiimino) (44,88 g, 93,5 mmol) en dimetilacetamida (300 mL) a 20 °C se afadi6 ditiobis
(benzotiazol) (32,7 g, 98,2 mmol). Se afadio trifenilfosfina (25,8 g, 98,2 mmol) (ligera exotermia) y la mezcla
resultante se agitdé durante 30 min a temperatura ambiente, tiempo durante el cual la mezcla de reaccién se convirtio
en una solucion cristalina de color marréon rojizo. La mezcla de reaccidon se enfri6 a 0 °C y se ahadid
diisopropiletilamina (14,8 ml, 85 mmol). La mezcla resultante se agité durante aproximadamente 5 min y después se
afiadi6 monoclorhidrato de cloruro de 1-[[(6R,7R)-7-amino-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-
illmetil]piridinio (7-PYCA) (34,00 g, 85,0 mmol). La mezcla resultante se agitd a 0 °C durante 16 h y después se
afiadié lentamente una solucion de acido clorhidrico en 1,4-dioxano (4,0 M, 44,6 mL, 178,5 mmol) mientras se
mantenia la temperatura interna de la mezcla de reaccion entre aproximadamente 0 °C a aproximadamente 5 °C. La
mezcla resultante se agité durante aproximadamente 20 minutos y luego se filtr6 a través de papel de filtro. A
continuacion, el filtrado se afiadié lentamente durante un periodo de 30 min a acetato de etilo (2,5 L) a temperatura
ambiente para formar un precipitado. La suspension resultante se agitdé durante aproximadamente 1 h a temperatura
ambiente y luego el precipitado se recogio por filtraciéon bajo una atmésfera de nitrégeno seco. La torta himeda se
lavé con acetato de etilo (1 x 300 mL) y metil tert-butil éter (1 x 300 mL), luego se secd bajo una corriente de
nitrégeno seco durante aproximadamente 25 min. El material se secd entonces en un horno de vacio durante 4 h a
temperatura ambiente para proporcionar el compuesto del titulo (56,6 g, aproximadamente 85% de pureza).

Ejemplo 8

Preparacion de diclorhidrato de 1-[[(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-Amino-5-cloro-4-tiazolil)[(3-aminopropoxi)imino] acetil] amino]-
2-carboxi-8- oxo-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-I]metil]piridinio

A metanol (187,5 mL, 4751,9 mmol) a -10 °C se afiadio cloruro de acetilo (138,8 mL, 1952,1 mmol) gota a gota a una
tasa suficiente para mantener la temperatura interna a o por debajo de 15 °C. Después de la adicién, la mezcla de
reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agité durante 1 h. La mezcla de reaccion se afiadié entonces gota
a gota a wuna mezcla de clorhidrato de 1-[[(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)[(3-N-tert-
butoxicarbonilaminopropoxi)imino]acetillJamino]-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-IJmetil]piridinio
(50,0 g, 65,1 mmol) en metanol (187,5 mL) enfriada a -10 °C. La adicion se llevé a cabo a una velocidad suficiente
para mantener la temperatura interna de la mezcla de reaccion a o por debajo de 0 °C. La mezcla resultante se agito
a 0 °C durante aproximadamente 6 h y después se afiadié gota a gota a acetona (1,50 L). La mezcla resultante se
agitd a temperatura ambiente durante 1 h y después el precipitado se recogid por filtraciéon bajo una atmédsfera de
nitrégeno seco. La torta himeda se lavé con una mezcla 1:1 v/v de alcohol isopropilico y acetato isopropilico (1 x
600 mL) y luego con metil tert-butil éter (1 x 600 mL). El material se secd entonces en un horno de vacio (con una
purga de nitrdgeno) a temperatura ambiente durante aproximadamente 4 h para proporcionar el compuesto del titulo
(33,34 g, aproximadamente 93,1% de pureza). Una segunda cosecha del compuesto del titulo se aislé también del
filtrado de una manera similar (2,6 g, aproximadamente 90,6% de pureza).

Ejemplo 9

Preparacion  de ftriclorhidrato  de  26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-Amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina

A una solucién agitada de clorhidrato de vancomicina (56,56 g, 38,07 mmol) en una mezcla de DMSO (280,0 mL) y
DMF (218,4 mL) a 0 °C se afadié una suspension de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio
(12,04 g, 43,51 mmol) en DMSO (30,80 mL) y DMF (30,80 mL). La mezcla resultante se agitdé a 0 °C durante
aproximadamente 20 minutos y después se afiadio una mezcla de diclorhidrato de 1-[[(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-amino-5-
cloro-4-tiazolil)[(3-aminopropoxi)imino]acetilJamino]-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-1]metil]

piridinio (28,00 g, 31,4 mmol) en DMSO (30,80 mL) y DMF (92,40 mL). La mezcla resultante se enfrié a -10 °C y se
agitoé durante 10 minutos. A esta mezcla se afiadié N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (27,58 mL, 158,34 mmol) a una
tasa que permiti6 mantener la temperatura de reaccién por debajo de -5 °C. Después de la adicion completa de
DIPEA, la mezcla de reaccion se agito entre -10 °C y por aproximadamente 1 hora (momento en el que el analisis
por HPLC mostré que la reaccion estaba sustancialmente completa). A la mezcla de reaccion se afiadié acido
clorhidrico acuoso 1 N (186,76 mL) a una tasa que permitié mantener la temperatura de reaccién por debajo de 0 °C.
Después de la adicion completa del acido clorhidrico, la mezcla de reaccién se calenté a 10 °C y se afiadié una
mezcla de acetonitrilo (560,0 ml) y agua (92,40 mL). A continuacidon se afhadié acetona (1,40 L) a la mezcla de
reaccion durante un periodo de aproximadamente 1 hora y la suspension resultante se agitdé durante
aproximadamente 30 minutos. La suspension se filtré entonces bajo nitrégeno para recoger el solido (torta himeda).
La torta hiumeda se lavé con acetona (621,60 mL) y se purgd con nitrégeno hasta que se seco. Se afiadié acetona
(621,60 mL) a la torta humeda y la mezcla resultante se agité para formar una suspension y luego se filtré bajo
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nitrégeno para recoger el solido que se purgd con nitrégeno durante aproximadamente 20 minutos. El sélido se seco
a continuacion al vacio a temperatura ambiente durante aproximadamente 18 h para proporcionar el compuesto del
titulo como la sal de triclorhidrato (81,9 g, 39,12 mmol, rendimiento de 92,2%).

Ejemplo 10

Purificacion de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-Amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]lamino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina

Una columna de vidrio de laboratorio de 150 mL se empaqueté con copolimero de poli(estireno-divinilbenceno)
(PLRP-S, 100 A, 50 uM) y se equilibré con solucién reguladora de acetato 98:2 v/v (solucién 100 mM)/acetonitrilo
durante aproximadamente 40 minutos a una rata de flujo de 15 mL/min. Una solucion de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-
cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5tia- 1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-illamino]-2-
oxoetilideno]amino]oxi]propillamino]carbonil]-26-descarboxivancomicina triclorhidrato (9,0 g, 4,30 mmol) en solucion
reguladora de acetato/acetonitrilo 98:2 v/v (120 mL) a continuacion fue cargada en la columna equilibrada. La
columna se eluyé con solucion reguladora de acetato/acetonitrilo 98:2 v/v durante aproximadamente 10 minutos a
una rata de flujo de 15 mL/min y a continuacién con solucidon reguladora de acetato/acetonitrilo 93:7 v/v durante
aproximadamente 62 minutos a una rata de flujo de 15 mL/min (momento en el que las impurezas habian dejado de
eluir). La columna se eluyd sucesivamente con (i) solucidon reguladora de acetato/acetonitrilo 92:8 v/v durante
aproximadamente 80 minutos; (ii) solucidn reguladora de acetato/acetonitrilo 91:9 v/v durante aproximadamente 15
minutos; (iii) solucion reguladora de acetato/acetonitrilo 89:11 v/v durante aproximadamente 20 minutos; y (iv)
solucion reguladora de acetato/acetonitrilo 87:13 v/v durante 20 a 30 minutos (todos a una rata de flujo de 15
mL/min). Durante la elucién, se monitorizd el eluyente usando un detector UV a 254 nM y se recogieron las
fracciones que contenian el compuesto del titulo. Las fracciones que contenian el compuesto del titulo se
combinaron para dar una solucion del compuesto del titulo como la sal de triacetato en aproximadamente 1,500 mL
de solucion reguladora de acetato/acetonitrilo.

Ejemplo 11

Intercambio salino para formar diclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-Amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil }-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propillJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina

Una columna de vidrio de laboratorio de 150 mL se empaqueté con copolimero de poli(estireno-divinilbenceno)
(PLRP-S, 100A, 50 uM) y se equilibré con solucién reguladora de acetato 98:2 v/v (100 mM)/acetonitrilo durante
aproximadamente 2,25 h a una rata de flujo de 15 mL/min. La solucién del compuesto del titulo en forma de sal de
triacetato en solucion reguladora de acetato/acetonitrilo (aproximadamente 1500 mL) se diluy6 con agua (4,6 L) y la
solucion resultante se cargd sobre la columna a una rata de flujo de 15-30 mL/min durante un periodo de 4,65 h. La
columna se eluyd con solucién acuosa de acido clorhidrico/acetonitrilo 20 mM (600 mL) 98:2 v/v a una rata de flujo
de 10-15 mL/min (aproximadamente 48 min). La columna se eluyd a continuacién con una solucién acuosa de 10
mM acido clorhidrico/acetonitrilo 80:20 v/v a una rata de flujo de 15 mL/min durante 25 min. Durante la elucion, se
monitorizé el eluyente usando un detector UV a 254 nM y se recogi6 el eluyente que contenia el compuesto del
titulo. El pH de la solucién que contenia el compuesto del titulo era 2,2 (a 13 °C). El pH de la solucion se ajusto a
4,27 (a 14 °C) anadiendo 5% en peso de solucidon acuosa de bicarbonato de sodio. La solucion resultante, que
contenia principalmente la sal de diclorhidrato del compuesto del titulo, tenia un volumen total de 212 mL. Se
determiné que esta solucion contenia 26,0 mg/mL del compuesto del titulo (como equivalente de base libre) por
HPLC. La solucion se diluyé con agua fria (212 mL) para dar una solucién que tenia un volumen total de 424 mL y
que contenia 13 mg/mL del compuesto del titulo (como equivalente de base libre).

Ejemplo 12

Preparacion de muestras para estabilidad

A. Sal de monoclorhidrato (férmula I, donde x es aproximadamente 1)

El pH de una solucién salina de intercambio de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil }-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina diclorhidrato (124 mL, 13,0 mg/mL de base libre) se ajusté a un pH de 6,5 mediante la
adicion de 5% en peso de solucidon acuosa de bicarbonato de sodio.

Se colocaron muestras (2 mL cada una) de esta solucion en 21 viales con tapones de goma ventilados. Los viales se
liofilizaron a -40 °C al vacio (40-60 mTorr) durante aproximadamente 5 dias para dar 21 viales que contenian sal de

monoclorhidrato (26 mg como equivalente de base libre) (férmula | donde x es aproximadamente 1) como un polvo
liofilizado.
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El analisis de viales representativos mostré que las muestras tenian un contenido de agua de 1,7% (Karl Fisher),
disolvente residual (acetonitrilo) de 0,6% (analisis por GC) y una pureza de 90,4% (analisis por HPLC).

B. Sal de monoclorhidrato (férmula |, x es aproximadamente 1), sacarosa y glicina

A una soluciéon de monoclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina (75 mL, 13,0 mg/mL, 975 mg) se afadieron sacarosa (975 mg) y glicina (1,46 g). La mezcla
se agitd hasta que los materiales se disolvieron. El pH de la solucion resultante fue 6,7.

Se colocaron muestras (2 mL cada una) de esta solucion en 21 viales con tapones de goma ventilados. Los viales se
liofilizaron a -40 °C al vacio (40-60 mTorr) durante aproximadamente 5 dias para dar 21 viales que contenian la sal
de monoclorhidrato (26 mg como equivalente de base libre), sacarosa (26 mg) y glicina (39 mg) como un polvo
liofilizado.

El analisis de viales representativos mostré que las muestras tenian un contenido de agua de 0,5% (Karl Fisher),
disolvente residual (acetonitrilo) de 0,6% (analisis por GC) y una pureza de 90,4% (analisis por HPLC).

C. Sal de diclorhidrato (formula I, donde x es aproximadamente 2)

Las muestras (2 mL cada una) de una solucion salina de intercambio de diclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-
cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-
oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]-carbonil]-26-descarboxivancomicina (124 mL, 13,0 mg/mL) con un pH de 4,4 se
colocaron en 21 viales con tapones de goma ventilados. Los viales se liofilizaron a -40 °C al vacio (40-60 mTorr)
durante aproximadamente 6 dias para dar 21 viales que contenian la sal de diclorhidrato (26 mg como equivalente
de base libre) como un polvo liofilizado.

El analisis de viales representativos mostré que las muestras tenian un contenido de agua de 1,1% (Karl Fisher),
disolvente residual (acetonitrilo) de 0,3% (analisis por GC) y una pureza de 90,1% (analisis por HPLC).

D. Sal de diclorhidrato (férmula I, donde x es aproximadamente 2), sacarosa y glicina

A una solucion salina de intercambio de diclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-
carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]
carbonil]-26-descarboxivancomicina (150 mL, 13,0 mg/mL, 1,95 g) a pH 4,27 se afadié sacarosa (1,95 g) y la
mezcla se agité hasta que la sacarosa se disolvié. A esta solucion (104 mL) se afiadio glicina (2,03 g). La mezcla se
agitoé hasta que la glicina se disolvio.

Se colocaron muestras (2 mL cada una) de esta solucion en 21 viales con tapones de goma ventilados. Los viales se
liofilizaron a -40 °C al vacio (40-60 mTorr) durante aproximadamente 6 dias para dar 21 viales que contenian la sal
de diclorhidrato (26 mg como equivalente de base libre), sacarosa (26 mg) y glicina (39 mg) como un polvo
liofilizado.

El analisis de viales representativos mostré que las muestras tenian un contenido de agua de 0,5% (Karl Fisher),
disolvente residual (acetonitrilo) de 0,8% (analisis por GC) y una pureza de 90,6% (analisis por HPLC).

E. Sal de triclorhidrato (férmula I, donde x es aproximadamente 3)

El pH de una solucién salina de intercambio de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil }-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propillJamino]-carbonil]-26-
descarboxivancomicina se ajustd a un pH 2,0 mediante la adicion de acido clorhidrico acuoso 1N.

Se colocaron muestras (2 mL cada una) de esta solucion en 21 viales con tapones de goma ventilados. Los viales se
liofilizaron a -40 °C al vacio (40-60 mTorr) durante aproximadamente 6 dias para dar 21 viales que contenian la sal
de triclorhidrato (26 mg como equivalente de base libre) como un polvo liofilizado.

El andlisis de viales representativos mostré que las muestras tenian un contenido de agua de <0,8% (Karl Fisher),
disolvente residual (acetonitrilo) de 0,3% (analisis por GC) y una pureza del 84,5% (analisis por HPLC).

F. Sal de triclorhidrato (formula |, donde x es aproximadamente 3), sacarosa y glicina
El pH de una solucion de diclorhidrato de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-

descarboxivancomicina (13,0 mg/mL), sacarosa (13,0 mg/mL) y glicina (19,5 mg/mL) se ajusté a un pH de 2,0
afadiendo gota a gota acido clorhidrico acuoso 1N.
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Se colocaron muestras (2 mL cada una) de esta solucion en 21 viales con tapones de goma ventilados. Los viales se
liofilizaron a -40 °C al vacio (40-60 mTorr) durante aproximadamente 5 dias para dar 21 viales que contenian la sal
de ftriclorhidrato (26 mg como equivalente de base libre), sacarosa (26 mg) y glicina (39 mg) como un polvo
liofilizado.

El analisis de viales representativos mostré que las muestras tenian un contenido de agua de 0,5% (Karl Fisher),
disolvente residual (acetonitrilo) de 0,1% (analisis por GC) y una pureza de 91,3% (analisis por HPLC).

Ejemplo 13
Almacenamiento y analisis de muestras para estabilidad

Se prepararon dos bastidores que contenian seis viales de cada tipo de muestra de estabilidad (Ejemplos 12A-F, 6 x
6 = 36 viales). Un bastidor fue almacenado protegido de la luz en un cajon a temperatura ambiente y el otro bastidor
se almacend en un refrigerador a 2 a 8 °C. Un vial representativo de cada tipo de muestra de estabilidad se analizé
por HPLC después del almacenamiento durante 1, 3, 6 y 12 meses para determinar la pureza. Los resultados se
muestran en las Tablas 1-6.

Estabilidad en almacenamiento de compuestos de fé-:risllz :a temperatura refrigerada

Tiempo (M)’ Monoclorhidrato Diclorhidrato Triclorhidrato

Pureza (%)’ A’ Pureza (%) A Pureza (%) A

0 90,4 - 90,1 - 84,5 -
1 90,0 -0,4 89,9 -0,2 84,0 -0,5
3 90,2 -0,2 89,4 -0,7 80,7 -3,8
6 90,4 0,0 90,8 0,7 79,4 -5,1
12 87,4 -3,0 87,2 -2,9 76,0 -8,6

1 Tiempo en meses.

2 Pureza de la muestra con base en porcentaje de area de HPLC.

3 Cambio en el porcentaje de pureza desde tiempo = 0.

Los datos de la Tabla 1 muestran que la pureza de la sal de triclorhidrato (férmula |, donde x es aproximadamente 3)
disminuyo significativamente mas que las sales de mono o diclorhidrato cuando las sales se almacenarona 2 a 8 °C
durante 12 meses. La sal de triclorhidrato disminuy6 en pureza en un 8,6% en comparacion con 3,0% y 2,9% para
las sales de mono y diclorhidrato, respectivamente. Estos resultados se muestran en la figura 1.

Estabilidad en almacenamiento de compuestos de fé-:rizll: I2a temperatura ambiente

Tiempo (M)’ Monoclorhidrato Diclorhidrato Triclorhidrato

Pureza (%) A’ Pureza (%) A Pureza (%) A

0 90,4 - 90,1 - 84,5 -
1 89,3 -1,1 85,3 -4,8 74,8 -9,7
3 82,0 -8,4 82,5 -7,6 69,5 -15,0
6 79,9 -10,5 81,4 -8,7 56,5 -28,0
12 67,0 -23,4 69,6 -20,5 50,4 -34,2

1 Tiempo en meses.

2 Pureza de la muestra con base en porcentaje de area de HPLC

3 Cambio en el porcentaje de pureza desde tiempo = 0.

Los datos de la Tabla 2 muestran que la pureza de la sal de triclorhidrato (férmula |, donde x es aproximadamente 3)
disminuy6 significativamente mas que la sal de mono o diclorhidrato cuando las sales se almacenaron a temperatura
ambiente durante 12 meses. La sal de triclorhidrato disminuy6 en pureza en un 34,2% en comparacion con el 23,4%
y el 20,5% para las sales de mono y diclorhidrato, respectivamente. Estos resultados se muestran en la figura 2.
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Tabla 3
Estabilidad en almacenamiento de compuestos de formula | a temperatura refrigerada en una composicion
que contiene sacarosa y glicina

Tiempo (M)’ Monoclorhidrato Diclorhidrato Triclorhidrato
Pureza (%) A’ Pureza (%) A Pureza (%) A
0 90,4 - 90,6 - 91,3 -
1 90,7 0,3 89,8 -0,3 91,5 0,2
3 88,9 -1,5 89,4 -0,7 90,8 -0,5
6 91,7 1,3 90,8 0,7 92,8 1,5
12 88,5 -1,9 87,2 -2,9 90,1 -1,2

1 Tiempo en meses.
2 Pureza de la muestra con base en porcentaje de area de HPLC.
3 Cambio en el porcentaje de pureza desde tiempo = 0.

Los datos de la Tabla 3 muestran que la pureza de las sales de mono, di y triclorhidrato (férmula |, donde x es
aproximadamente 1, 2 y 3, respectivamente) disminuy6 en un porcentaje similar cuando las sales se formularon con
sacarosa Yy glicina y se almacenaron a 2-8 °C durante 12 meses. Las sales de mono, di y triclorhidrato disminuyeron
en pureza un 1,9%, 2,9% y 1,2%, respectivamente.

Tabla 4
Estabilidad en almacenamiento de compuestos de férmula | a temperatura ambiente en una composicion
que contiene sacarosa y glicina

Tiempo (M)’ Monoclorhidrato Diclorhidrato Triclorhidrato
Pureza (%) A’ Pureza (%) A Pureza (%) A
0 90,4 - 90,6 - 91,3 -
1 89,0 -1,4 89,8 -0,8 89,2 -2,1
3 86,9 -3,5 87,7 -2,9 84,4 -6,9
6 87,9 -2,5 90,8 0,2 82,5 -8,8
12 81,5 -8,9 83,8 -6,8 65,0 -26,3

1 Tiempo en meses.
2 Pureza de la muestra con base en porcentaje de area de HPLC.
3 Cambio en el porcentaje de pureza desde tiempo = 0.

Los datos de la Tabla 4 muestran que la pureza de la sal de triclorhidrato (férmula |, donde x es aproximadamente 3)
disminuy6 significativamente mas que la de las sales de mono o diclorhidrato cuando las sales se formularon con
sacarosa Y glicina y se almacenaron a temperatura ambiente durante 12 meses. La sal de triclorhidrato disminuy6 en
pureza un 26,3% en comparacion con el 8,9% y el 6,8% para las sales de mono y diclorhidrato, respectivamente.
Estos resultados se muestran en la figura 3.

Tabla 5
Estabilidad en almacenamiento de la sal monoclorhidrato (férmula |, donde x es aproximadamente 1) a
temperatura ambiente
Tiempo (M)’ Mono HCI Mono HCI + Sacarosa + Glicina
Pureza (%)’ A’ Pureza (%) A

0 90,4 - 90,4 -

1 89,3 -1,1 89,0 -1,4

3 82,0 -8,4 86,9 -3,5

6 79,9 -10,5 87,9 -2,5
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Estabilidad en almacenamiento de la sal monoclorhidrato (férmula |, donde x es aproximadamente 1) a
temperatura ambiente

Tiempo (M)’ Mono HCI Mono HCI + Sacarosa + Glicina
Pureza (%) A’ Pureza (%) A
12 67,0 -23,4 81,5 -8,9

1 Tiempo en meses.
2 Pureza de la muestra con base en porcentaje de area de HPLC.
3 Cambio en el porcentaje de pureza desde tiempo = 0.

Los datos de la Tabla 5 muestran que la pureza de la sal de monoclorhidrato (férmula I, donde x es
aproximadamente 1) disminuyo significativamente menos cuando la sal se formulé con sacarosa y glicina y se
almacen6 a temperatura ambiente durante 12 meses. La sal de monoclorhidrato disminuyé en pureza un 23,4% en
comparacion con el 8,9% para el monoclorhidrato formulado con sacarosa y glicina. Estos resultados se muestran
en la figura 4.

Tabla 6
Estabilidad en almacenamiento de la sal de diclorhidrato (Férmula I, donde x es aproximadamente 2) a
temperatura ambiente

Tiempo (M)’ Di HCI Di HCI + Sacarosa + Glicina
Pureza (%) A’ Pureza (%) A
0 90,1 - 90,6 -
1 85,3 -4,8 89,8 -0,8
3 82,5 -7,6 87,7 -2,9
6 81,4 -8,7 90,8 0,2
12 69,6 -20,5 83,8 -6,8

1 Tiempo en meses.
2 Pureza de la muestra con base en porcentaje de area de HPLC.
3 Cambio en el porcentaje de pureza desde tiempo = 0.

Los datos de la Tabla 6 muestran que la pureza de la sal diclorhidrato (formula I, donde x es aproximadamente 2)
disminuyo6 significativamente menos cuando la sal se formul6é con sacarosa y glicina y se almacend a temperatura
ambiente durante 12 meses. La sal de diclorhidrato disminuyé en pureza en un 20,5% en comparacion con el 6,8%
para el diclorhidrato formulado con sacarosa y glicina. Estos resultados se muestran en la figura 5.

En resumen, los compuestos de formula |, donde x es aproximadamente 1 y aproximadamente 2, es decir, las sales
de mono y diclorhidrato, son significativamente mas estables que la sal de triclorhidrato cuando las sales se
almacenan durante 12 meses a temperatura ambiente o de 2 a 8 °C. Adicionalmente, las sales de mono y
diclorhidrato son mas estables cuando se almacenan a temperatura ambiente durante 12 meses cuando dichas
sales se formulan con sacarosa y glicina.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula I:

H,C, NH,
HOL__~

*x HCl

en el que x esta en el intervalo de 1 a 2.
2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que x es 1.
3. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que x es 2.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un compuesto de la
reivindicacion 1, 2 o 3.

5. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 4, que comprende (a) un compuesto de la reivindicacion 1, 2 o 3;
(b) sacarosa y (c) glicina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en la que la composicién es una composicion liofilizada.
7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, que comprende:

(a) un compuesto de la reivindicacion 1, 2 o 3;

(b) 0,5 a 2,0 partes en peso de sacarosa; y

(c) 0,5 a 2,0 partes en peso de glicina (como el equivalente de base libre);

en la que las partes en peso de sacarosa y glicina se basan en la parte en peso del compuesto de la reivindicacion
1, 2 0 3 (como el equivalente de base libre).

8. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 6, en la que la composicién comprende 1,0 parte en peso de
sacarosa; y 1,5 partes en peso de glicina.

9. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 8, en la que el cambio en la pureza del compuesto de la
reivindicacion 1, 2 o 3 (como el equivalente de base libre) en la composicion farmacéutica es inferior al 10%, segun
se mide mediante cromatografia liquida de alto rendimiento después del almacenamiento durante 12 meses a una
temperatura en el intervalo de 18 °C a 25 °C.
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10. Un compuesto de la reivindicacion 1, 2 o 3 para uso en terapia.

11. Un compuesto de la reivindicacion 10 para uso en el tratamiento de una infeccion bacteriana.

12. Un proceso para preparar un compuesto de la reivindicacion 1, comprendiendo el procedimiento las etapas de:
(a) formar una composicion acuosa que comprende 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-
8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]lamino]oxilpropil]Jamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina y acido clorhidrico en una relacién molar de 1:1 a 1:2;

(b) liofilizar la composicion acuosa para proporcionar un compuesto de la reivindicacion 1

13. El proceso de la reivindicacion 12, en el que la relaciéon molar es 1:1.

14. El proceso de la reivindicacion 12, en el que la relaciéon molar es 1:2.

15. Un método para reducir la degradacién de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-cloro-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-
3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJlamino]-2-oxoetilideno]amino]oxilpropillamino]carbonil]-26-
descarboxivancomicina durante el almacenamiento, comprendiendo el método (a) formar un compuesto de la
reivindicacion 1, 2 o 3 y (b) almacenar el compuesto de la reivindicacion 1, 2 o 3 a una temperatura en el intervalo
desde -25 °C a 25 °C; o el método que comprende (a) formar una composicion farmacéutica de la reivindicacion 8 y

(b) almacenar la composicion farmacéutica a una temperatura en el intervalo de desde -25 °C a 25 °C.

16. El método de la reivindicaciéon 15, en el que la temperatura esta en el intervalo de desde 2 °C a 8 °C.
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