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DESCRIPCION
Monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo

La presente invencion se refiere a monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo, que inhibe la quinasa de punto de control 1 (en adelante, Chk1) y quinasa de punto de
control 2 (en adelante, Chk2) y es util para el tratamiento del canceres, en particular aquellos caracterizados por
defectos en la replicacion de acido desoxirribonucleico (ADN), la segregacion de cromosomas, o la division celular.

En células de mamiferos, Chk1 es fosforilada y activada en respuesta a agentes que causan dafio en el ADN,
incluyendo, pero sin limitacion, radiacion ionizante (IR), luz ultravioleta (UV), y la fosforilacion de Chk1 por hidroxiurea
puede derivar en la detencion celular en la fase S y/o en G2/M. El dafio en el ADN también puede resultar en la
activacion de Chk2 que también puede promover la detencién del ciclo celular.

Debido al papel de Chk1 y Chk2 en la reparacion del dafio en el ADN, el uso de inhibidores de Chk1/2 se ha vuelto
interesante en el tratamiento del cancer. El documento US8314108, por ejemplo, desvela los inhibidores de Chk1/2
de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo, sal de acido 5-(5-(2-(3-
aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo féormico, sal de cloruro de dihidrégeno de 5-
(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo, sal de  acido  5-(5-(2-(3-
aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo metanosulfénico, y sal de monohidrato de
acido 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo metanosulfénico.

Sin embargo, aun existe una necesidad de compuestos de aminopirazol que no sélo inhiben Chk1/2, sino que tienen
propiedades que facilitan la comercializacién y mejoran la experiencia de dosificaciéon para el paciente. Por ejemplo,
algunos compuestos de aminopirazol experimentan cambios fisicos con el paso del tiempo cuando estan en
formulacion. Tales cambios pueden reducir la cantidad de ingrediente activo en la formulacion, lo que lleva a una
disminucion potencial de la eficacia. Otros pueden ser pobremente solubles y requerir agentes de solubilizacion y/o
un aumento en el nimero de viales para la dosificacion adecuada. La formulacion de algunos de estos compuestos
de aminopirazol también puede resultar en niveles elevados de impurezas, dimerizacién en estado solido, y/o tamafios
de particulas mas bien grandes. Otros pueden requerir tiempos de liofilizacion mas largos, lo que aumenta el riesgo
para la calidad del producto terminado.

La presente invencidon proporciona una sal novedosa aceptable para uso farmacéutico de un compuesto de
aminopirazol que inhibe Chk1/2 y proporciona varias ventajas sobre los compuestos de aminopirazol previamente
desvelados.

La presente invencion proporciona un compuesto que es monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-
metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo.

La presente invencién proporciona también monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo en forma cristalina caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X en polvo
(radiacion CuKa, A = 1,54060 A) que comprende un pico a 12,6, y uno o mas picos a 24,8, 25,5, 8,1, 6,6, 12,3,y 16,3
(26 +/- 0,2°).

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-
(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo y uno o mas de un vehiculo, diluyente,
0 excipiente aceptable para uso farmacéutico.

Ademas se describe (a) un procedimiento de tratamiento del cancer, que comprende administrar a un paciente
necesitado de dicho tratamiento una cantidad eficaz de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-
metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo, (b) un procedimiento de tratamiento del cancer, que
comprende administrar a un paciente necesitado de dicho tratamiento una cantidad eficaz de monohidrato de (S)-
lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxifenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo y radiacién ionizante, (c)
un procedimiento de tratamiento del cancer, que comprende administrar a un paciente necesitado de dicho tratamiento
una cantidad eficaz de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxifenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo y uno o mas agentes de quimioterapia, (d) un procedimiento de tratamiento del cancer,
que comprende administrar al paciente necesitado de dicho tratamiento una cantidad eficaz de monohidrato de (S)-
lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxifenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo, uno o mas agentes de
quimioterapia, y radiacion ionizante.

La presente invencion proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-
1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer.
Ademas, la presente invencion también proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-
6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
del cancer en el que dicho tratamiento comprende terapia de combinacién con radiacién ionizante. La presente
invencion proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer mediante terapia
de combinacién en el que dicho tratamiento de terapia de combinacion comprende la administracion de dicho
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medicamento y administracion de uno o mas de otros agentes de quimioterapia al mismo paciente. La presente
invencion proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer mediante terapia
de combinacién en el que dicho tratamiento de terapia de combinacion comprende la administracion de dicho
medicamento y la administracién de uno o mas de otros agentes de quimioterapia y radiacion ionizante al mismo
paciente.

La presente invencién proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en terapia. La presente invencion proporciona también monohidrato de (S)-
lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para su uso en el
tratamiento del cancer. Ademas, la presente invencion proporciona también monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-
aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en combinacion simultanea,
separada, o secuencial con radiacién ionizante en el tratamiento del cancer. Ademas, la presente invencion
proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-
carbonitrilo para uso en combinacion simultanea, separada, o secuencial con uno o mas agentes de quimioterapia en
el tratamiento del cancer. Ademas, la presente invenciéon también proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-
(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en combinacién simultanea,
separada o secuencial con radiacién ionizante en la terapia. Ademas, la presente invencion proporciona monohidrato
de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para su uso en
combinacién simultanea, separada, o secuencial con uno o mas agentes de quimioterapia para la terapia. Ademas, la
presente invencion proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en combinacion simultanea, separada, o secuencial con uno o mas agentes de
quimioterapia y radiacion ionizante para la terapia.

La presente invencion proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-
1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer, en el
que el medicamento es para ser administrado simultaneamente, por separado o secuencialmente con la radiacion
ionizante.

La presente invencion proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-
1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer, en el
que el medicamento comprende ademas uno o mas agentes de quimioterapia o es para ser administrado
simultaneamente, por separado o secuencialmente con uno o mas agentes de quimioterapia.

La presente invencion proporciona el uso de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-
1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer, en el
que el medicamento es para ser administrado simultaneamente, por separado o secuencialmente con la radiacion
ionizante y uno o mas agentes de quimioterapia.

La presente invencion proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en combinacion simultanea, separada o secuencial con radiacion ionizante
en el tratamiento del cancer.

La presente invencién proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en combinacién simultanea, separada o secuencial con uno o mas agentes
de quimioterapia en el tratamiento del cancer.

La presente invencién proporciona monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para uso en combinacién simultanea, separada o secuencial con uno o mas agentes
de quimioterapia y radiacion ionizante en el tratamiento del cancer.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-
(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo junto con un vehiculo aceptable para
uso farmacéutico y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

Las realizaciones preferentes de los procedimientos y usos como se describen en la presente memoria son aquellas
en las que el agente de quimioterapia se selecciona del grupo que consiste en 5-fluorouracilo, hidroxiurea,
gemcitabina, metotrexato, pemetrexed, cetuximab, doxorrubicina, etopésido, cisplatino, taxol, y sus combinaciones.

Las realizaciones preferentes de los procedimientos y usos descritos en la presente memoria son los canceres
seleccionados del grupo que consiste en cancer de vejiga, cancer de colon, cancer gastrico, cancer de higado, cancer
de pulmén, cancer de mama, melanoma, cancer de ovario, cancer de pancreas, mesotelioma, cancer renal, cancer
anal, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén de células pequefias y cancer uterino.

El monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
puede existir como formas tautdmeras. Cuando existen formas tautoméricas, cada forma y sus mezclas, se
contemplan en la presente invencion.
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Como se usa en la presente memoria, el término "paciente" se refiere a un mamifero humano o no humano. Mas
particularmente, el término "paciente" se refiere a un ser humano.

El término "tratando" (o "tratar" o "tratamiento") se refiere al procedimiento que implica una ralentizacion, interrupcion,
detencidn, control, reduccion o reversion de la progresion o severidad de un sintoma, trastorno, afeccion o enfermedad.

Como se usa en la presente memoria, el término "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad o dosis del compuesto de
la presente invencioén, que se describe en la presente memoria, solo o en combinacién con radiacién ionizante o un
agente de quimioterapia que, tras la administracion de dosis Unica o multiple al paciente, proporciona el efecto deseado
en el paciente bajo diagnostico o tratamiento. Una cantidad eficaz puede determinarse facilmente por el médico
tratante, tal como los expertos en la materia, tomando en consideraciéon una serie de factores tal como la especie de
mamifero; su tamafo, edad, y estado de salud general; la coadministracion de otros agentes, si es necesario; la
enfermedad especifica involucrada; el grado o la severidad de la enfermedad; la respuesta del paciente individual; el
compuesto particular administrado; el modo de administracién; las caracteristicas de biodisponibilidad de la
preparacion administrada; el régimen de dosis seleccionado; el uso de cualquier medicacion concomitante; y otras
circunstancias relevantes. Si bien no debe interpretarse bajo ningun concepto como limitante de la presente invencion,
20-150 mg/m? representa una cantidad eficaz del compuesto descrito en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, el término "terapia de combinacion" se refiere a: administracién separada,
simultanea o secuencial del compuesto de la presente invencion y el agente de quimioterapia; administracion
separada, simultanea o secuencial del compuesto de la presente invencion y radiacion ionizante; y administracion
separada, simultanea o secuencial del compuesto de la presente invencion, uno o mas agentes de quimioterapia, y
radiacion ionizante.

El monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo se
puede formular para administracion como parte de una composiciéon farmacéutica. Como tal, las composiciones
farmacéuticas pueden comprender monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo y una o mas de los siguientes: vehiculos, excipientes, y diluyentes aceptables para uso
farmacéutico. Los ejemplos de composiciones farmacéuticas y procedimientos para su preparacion son bien conocidos
en la técnica. (Véase, por ejemplo, REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY, A. Gennaro, et
al., eds., 22° ed., Pharmaceutical Press (2012).)

El monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo se
puede administrar por cualquier via que hace que sea biodisponible, incluyendo vias orales y parenterales. Por
ejemplo, monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-
carbonitrilo se puede administrar por via oral, subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, tépica, intranasal,
rectal, bucal, y similares. Alternativamente, monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo se puede administrar por infusién. La infusion IV es la via de administracion
preferida.

Las reacciones descritas en la presente memoria pueden llevarse a cabo a través de técnicas estandar conocidas por
los expertos en la materia mediante el empleo de articulos de vidrio de rutina, pero también mediante el uso de
camaras de presion autoclave. Estas reacciones también pueden realizarse a una escala piloto y/o de produccion por
el uso de un equipo disefiado para tales transformaciones. Ademas, cada una de estas reacciones descritas se puede
ejecutar a través de un procedimiento por lotes, metodologia de reaccion de flujo, o como se describe en la presente
memoria. "Procedimiento por lotes" significa un procedimiento en el que las materias primas se combinan en un reactor
o recipiente y el producto se retira al final de la reaccion. El "procesamiento continuo” o "reaccion de flujo" se refiere a
un procedimiento en el que hay un flujo de entrada continuo de materias primas y flujo de salida de producto. Tal
procesamiento continuo permite una plataforma en la que el producto final se puede sintetizar por un tren
completamente continuo de operaciones a partir de materiales de partida iniciales. En algunos ejemplos, la produccion
del producto final se puede sintetizar usando una combinacion de procesamiento por lotes y de flujo.

Ciertos productos intermedios descritos en las siguientes preparaciones pueden contener uno o mas grupos
protectores de nitrogeno. Se entiende que los grupos protectores pueden ser variados como apreciaran los expertos
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en la materia dependiendo de las condiciones de reaccion particulares y las transformaciones particulares a realizar.
Las condiciones de proteccion y desproteccion son bien conocidas por los expertos en la materia y se describen en la
literatura (Véase, por ejemplo, "Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis", 5° Edicion, de Peter G.M. Wuts,
John Wiley and Sons, Inc. 2014.)

Los expertos en la materia reconoceran que monohidrato de acido 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo metanosulfénico puede alternativamente denominarse 2-pirazincarbonitrilo,
monohidrato de 5-[[5-[2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil]-1H-pirazol-3-ilJamino]Jmonomesilato.

Los individuales, enantidmeros, y diastereémeros isémeros se pueden separar o resolver por los expertos en la materia
en cualquier punto conveniente en la sintesis de compuestos de la invencion, por procedimientos tal como técnicas
selectivas de cristalizacion o cromatografia quiral (véase, por ejemplo, J. Jacques, et al., "Enantiomers, Racemates,
and Resolutions", John Wiley and Sons, Inc., 1981, y E.L. Eliel and S.H. Wilen,"Stereochemistry of Organic
Compounds", Wiley-Interscience, 1994.)

Ciertas abreviaturas se definen de la siguiente manera: "DMF" se refiere a dimetilformamida; "DMSQ" se refiere a
sulféxido de dimetilo; "eq" se refiere a equivalente; "HPLC" se refiere a cromatografia liquida de alto rendimiento;
"K3sEDTA" se refiere a acido etilendiaminatetraacético potasico; "acido metanosulfénico” se refiere a mesilato o
monomesilato; "MTBE" se refiere a éter metil-terc-butilo; "n-PrOH" se refiere a n-propanol o alcohol n-propilo; "PTFE"
se refiere a politetrafluoroetileno; "PVDE" se refiere a fluoruro de polivinilideno; "Q" se refiere a caudal de flujo; "g.s."
se refiere a quantum sufficit; "RP" se refiere a fase inversa; "(S)-lactato” se refiere a (L)-lactato o acido (2S)-2-
hidroxipropanoico; "t" es el tiempo de residencia o la cantidad promedia de tiempo que una cantidad discreta de
reactivo pasa dentro del tanque; "TFA" se refiere a acido trifluoroacético; "THF" se refiere a tetrahidrofurano; "V" se
refiere al volumen del reactor; y "XPRD" se refiere a la difraccion de rayos X en polvo.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar por una variedad de procedimientos conocidos para los
expertos en la materia, algunos de los cuales se ilustran en los esquemas, preparaciones y ejemplos a continuacion.
Los expertos en la materia reconocen que las etapas sintéticas especificas para cada una de las vias descritas pueden
combinarse de diferentes maneras, o junto con etapas de diferentes esquemas, para preparar compuestos de la
presente invencion. Los productos pueden ser recuperados por procedimientos convencionales bien conocidos en la
técnica, incluyendo extraccion, evaporacion, precipitacion, cromatografia, filtracion, trituracion y cristalizacion. Los
reactivos y materiales de partida estan facilmente disponibles para los expertos en la materia. Los siguientes
esquemas, preparaciones y ejemplos ilustran adicionalmente la presente invencion.

Procesamiento por lotes
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Las siguientes preparaciones y ejemplos ilustran adicionalmente la invencion y representan la sintesis tipica de los
compuestos de la presente invencion.

Preparacion 1

(E)-(3-(2-(3-(dimetilamino)acriloil)-3-metoxifenoxi)propil)carbamato de terc-butilo
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Combinar 1-(2-hidroxi-6-metoxifenil)etan-1-ona (79,6 kg, 479 mol) y 1,1-dimetoxi-N,N-dimetil-metanamino (71,7 kg,
603,54 mol) con DMF (126 kg). Calentar a 85-90°C durante 12 horas. Enfriar la mezcla de reacciéon que contiene el
compuesto intermedio (E)-3-(dimetilamino)-1-(2-hidroxi-6-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (pf. 84,74°C) a temperatura
ambiente y afiadir fosfato de potasio anhidro (136 kg, 637,07 mol) y (3-bromopropil)carbamato de terc-butilo (145 kg,
608,33 mol). Agitar la reaccion durante 15 horas a temperatura ambiente. Filtrar la mezcla y lavar la torta de filtro con
MTBE (33, 433 kg, 300 kg y 350 kg). Afadir agua (136 kg) y cloruro de sodio acuoso (solucion al 25%, 552 kg) a las
soluciones organicas de MTBE combinadas. Separar las fases organicas y acuosas. Volver a extraer la fase acuosa
resultante con MTBE (309 kg) y afiadir la capa de MTBE a la soluciéon organica. Afiadir una solucion de cloruro de
sodio acuoso (solucion al 25%, 660 kg) a los extractos organicos combinados y separar las capas. Concentrar los
extractos organicos a 1040 kg - 1200 kg y afiadir agua (400 kg) a 30-35°C al residuo. Enfriar a temperatura ambiente
y recoger el material por filtracion como una torta humeda para dar el producto del titulo (228,35 kg, 90%). ES/MS
(m/z): 379,22275 (M+1).

Preparacién 2

(3-(2-(2-cianoacetil)-3-metoxifenoxi)propil)carbamato de terc-butilo
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Combinar etanol (1044 kg), clorhidrato de amino hidroxilo (30 kg, 431,7 mol), y (E)-(3-(2-(3-(-dimetilamino)acriloil)-3-
metoxifenoxi)propil)carbamato de terc-butilo (228,35 kg, 72% como un sélido acuoso humedo, 434,9 mol) para formar
una solucién. Calentar la solucion a 35 - 40°C durante 4-6 horas. Enfriar la reaccién a temperatura ambiente y
concentrar hasta un residuo. Afiadir MTBE (300 kg) al residuo y concentrar la solucién a 160 kg - 240 kg. Ahadir MTBE
(270 kg) y concentrar la solucion. Afadir MTBE (630 kg), agua (358 kg), y solucién de cloruro de sodio (80 kg, 25%
acuoso) y agitar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Dejar reposar la mezcla durante 30 minutos. Separar la
capa acuosa. Afadir agua (360 kg) y solucion de cloruro de sodio (82 kg, cloruro de sodio al 25%) a la fase organica.
Agitar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Dejar reposar la mezcla durante 30 minutos. Separar la porcion
acuosa. Afadir solucion de cloruro de sodio (400 kg, solucion acuosa al 25%) para la porcién organica. Agitar durante
20 minutos a temperatura ambiente. Dejar reposar la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente. Separar la
porcidn acuosa. Concentrar la parte organica a 160 kg - 240 kg a 40°C. Afadir etanol (296 kg) a la porcién organica.
Concentrar la solucion a 160 kg a 240 kg a 40°C para proporcionar un compuesto intermedio de (3-(2-(isoxazol-5-il)-
3-metoxifenoxi)propil)carbamato de ferc-butilo. Anadir etanol (143 kg) y agua (160 kg) a la solucién concentrada.
Anadir hidroxido de potasio (31,8 kg) a 40°C. Afadir etanol (80 kg) y ajustar la temperatura a 45-50°C. Agitar durante
4-6 horas a 45-50°C y concentrar a 160 kg - 240 kg a 40°C. Afadir agua al concentrado (160 kg) y acido aceético (9,0
kg) gota a gota para ajustar el pH a 10-12 mientras se mantiene la temperatura de la soluciéon de 25-35°C. Anadir
acetato de etilo (771 kg) y acido acético gota a gota para ajustar el pH a 5-7, mientras se mantiene la temperatura de
la solucion a 25-35°C. Afadir solucion de cloruro de sodio (118 kg, solucién acuosa al 25%). Agitar la mezcla durante
20 minutos a temperatura ambiente. Dejar reposar la solucion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Separar
la porcion acuosa. Calentar la porciéon organica a 30-35°C. Afadir agua (358 kg) gota a gota. Se agita la solucion
durante 20 minutos mientras se mantiene la temperatura de 30-35°C. Dejar reposar la mezcla durante 30 minutos y
separar la porcion acuosa. Lavar la porcion organica con solucién de cloruro de sodio (588 kg, solucion acuosa al
25%) y concentrar la porcion organica a 400 kg - 480 kg a 40-50°C. Calentar la solucién concentrada a 50°C para
formar una solucién. Mantener la solucién a 50°C y afiadir n-heptano (469 kg) gota a gota. Agitar la solucion durante
3 horas a 50°C antes de enfriar lentamente a temperatura ambiente para cristalizar el producto. Agitar a temperatura

7



10

15

20

25

30

35

40

ES 2755740 T3

ambiente durante 15 horas y filtrar los cristales. Lavar los cristales con etanol/n-heptano (1:2, 250 kg) y secar a 45°C
durante 24 horas para proporcionar el compuesto del titulo (133,4 kg, 79,9%), pf. 104,22°C.

Ejemplo 1

Monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
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Combinar una solucién de THF (22%) de (3-(2-(2-cianoacetil)-3-metoxifenoxi)propil)carbamato de terc-butilo (1,0 eq.,
definido como un volumen) con hidrazina (35%, 1,5 eq.), acido acético (glacial, 1,0 eq.), agua (1 volumen en base a
la solucién de THF) y metanol (2 volimenes con base en la solucion de THF). Esta es una operacion continua.
CalentaR la mezcla resultante a 130°C y 1379 kPa con un caudal de V/Q = 70 minutos, tau = 60. Extraer la solucion
con tolueno (4 volumenes), agua (1 volumen), y carbonato de sodio (10% acuoso, 1 eq.). Aislar la capa de tolueno y
afiadir a DMSO (0,5 volimenes). Recoger una solucion del compuesto intermedio (3-(2-(3-amino-1H-pirazol-5-il)-3-
metoxi-fenoxi)propil)carbamato de terc-butilo (26,59 kg, 91%) en 10 dias, pf. = 247,17°C como una soluciéon de DMSO
(3 volumenes de producto). N-etil-morfolina (1,2 eq.) y 5-cloropirazin-2-carbonitrilo (1,15 eq.) en 2 volumenes de DMSO
se combinan en un reactor de tubo a 80°C, V/Q = 3 y tau = 170 minutos a presion ambiente. Afadir la corriente de
producto a metanol (20 vol). Como un procedimiento continuo, filtrar la mezcla y se lava con metanol seguido de
MTBE. Secar con aire el material sobre el filtro para dar el (3-(2-(3-((5-cianopirazin-2-il)amino)-1H-pirazol-5-il)-3-
metoxifenoxi)propil)carbamato de terc-butilo de una manera continua (22,2 kg, 88,7%, 8 dias). Disolver una solucién
de (3-(2-(3-((5-cianopirazin-2-il)amino)-1H-pirazol-5-il }-3-metoxifenoxi)propil)carbamato de terc-butilo en acido férmico
(99%, 142 kg) a temperatura ambiente y agitar durante 4 horas para proporcionar un compuesto intermedio de formiato
de 5-((5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirazin-2-carbonitrilo. Diluir la solucién con agua (55
kg), acido (S)-lactico (30%, 176 kg) y destilar la mezcla resultante hasta que permanezca <22 kg de acido férmico.
Cristalizar el residuo resultante a partir de THF y lavar con una solucion de THF-agua (0,5% en THF). Secar la torta
himeda a 30°C a >10% de humedad relativa para dar el producto del titulo como un sélido blanco a amarillo (24,04
kg, 85-90%), pf. 157°C.

Ejemplo de Preparacion Alternativa 1
Monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo

Anadir 5-({3-[2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil]-1H-pirazol-5-il}amino)pirazin-2-carbonitrilo (4,984 g, 13,33 mmol,
97,7% en peso) a n-PrOH (15,41 g, 19,21 ml) para formar una suspension. Calentar la suspension a 60°C. Aiadir
acido (S)-lactico (1,329 g, 14,75 mmol) a agua (19,744 ml) y afiadir esta solucion a la suspension a 58°C. Calentar la
solucién a 60°C y anadir n-PrOH (21,07 g, 26,27 ml). Sembrar la solucién con monohidrato de (S)-lactato de 5-((5-(2-
(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirazin-2-carbonitrilo (48,8 mg, 0,1 mmol) y enfriar la solucién
a 40°C durante 35 minutos. Afadir n-PrOH (60,5 ml) a la suspension a 40°C a través de una bomba de jeringa durante
2 horas y mantener la temperatura a 40°C. Una vez completo, enfriar con aire la suspension a temperatura ambiente
durante 2 horas, después enfriar la mezcla en agua con hielo durante 2 horas. Filtrar el producto, lavar la torta humeda
con 6:1 (v/v) de n-PrOH:H,0 (15 ml), seguido por n-PrOH (15 ml) y secar la torta himeda durante 20 minutos. Secar
el sélido durante la noche a 40°C al vacio para dar el compuesto del titulo como un sélido blanco a amarillo (5,621 g,
89,1%), pf. 157°C.

Ejemplo Cristalino 1

Monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
cristalino
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Preparar una suspension que tiene 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil }-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
(368 mg, 1,0 mmol) en una mezcla 10:1 de solucién de THF-agua (5 ml) y agitar a 55°C. Afiadir acido (S)-lactico (110
mg, 1,22 mmol) disuelto en THF (1 ml). Se forma una solucién transparente. Agitar durante una hora. Reducir la
temperatura a 44°C y agitar hasta que se forma un precipitado blanquecino. Filtrar el material al vacio, enjuagar con
THF, y secar con aire para dar el compuesto del titulo (296 mg, 80%).

Difraccion de Rayos X en Polvo, Ejemplo Cristalino 1

Obtener los patrones de XRPD de los sélidos cristalinos en un difractémetro de rayos X en polvo Endeavor Bruker D4,
equipado con una fuente de CuKa (A = 1,54060 A) y un detector Vantec, operando a 35 kV y 50 mA. Analizar por
barrido la muestra entre 4 y 40° en 26, con un tamafio de etapa de 0,0087° en 26 y una velocidad de barrido de 0,5
segundos/etapa, y con 0,6 mm de divergencia, 5,28 mm de antidispersion fija, y 9,5 mm de hendiduras de detector.
Empaquetar el polvo seco en un soporte de muestra de cuarzo y obtener una superficie lisa usando un portaobjetos
de vidrio. Es bien sabido en la técnica cristalografica que, para cualquier forma cristalina dada, las intensidades
relativas de los picos de difraccion pueden variar debido a la orientacién preferida resultante de factores tal como la
morfologia cristalina y el habito. Cuando estan presentes los efectos de orientacion preferida, las intensidades de pico
se alteran, pero las posiciones de los picos caracteristicos del polimorfo se mantienen sin cambios. Véase, por ejemplo,
The U. S. Pharmacopeia 35 - National Formulary 30 Chapter <941> Characterization of crystalline and partially
crystalline solids by XRPD Official December 1, 2012-May 1, 2013. Ademas, también es bien sabido en la técnica
cristalografica que para cualquier forma cristalina dada las posiciones de los picos angulares pueden variar
ligeramente. Por ejemplo, las posiciones de los picos pueden desplazarse debido a una variacion en la temperatura o
humedad a la que se analiza una muestra, el desplazamiento de la muestra, o la presencia o ausencia de un estandar
interno. En el presente caso, una variabilidad de la posicién del pico de £0,2 en 26 tiene en cuenta estas variaciones
potenciales sin impedir la identificacién inequivoca de la forma cristalina indicada. La confirmacién de una forma
cristalina puede hacerse en base a cualquier combinacion Unica de distincion de picos (en unidades de °20),
tipicamente los picos mas prominentes. Los patrones de difraccion de la forma cristalina, recogidos a temperatura
ambiente y humedad relativa, se ajustaron en base a los picos estandar NIST 675 a 8,85 y 26,77 grados 2-theta.

Caracterizar una muestra preparada de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo cristalino por un patron de XPRD utilizando radiacion CuKa como que tiene
picos de difraccion (valores 2-theta) tal como se describe en la Tabla 1 a continuacion. Especificamente, el patron
contiene un pico a 12,6 en combinacién con uno o mas de los picos seleccionados del grupo que consiste en 24,8,
25,5, 8,1, 6,6, 12,3, y 16,3, con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2 grados.

Picos de Difraccion de Rayos X en Polvo del Ejemplo Cristalino 1

Tabla 1
PicoAngulo (2-Theta) +/- 0,2°ntensidad relativa (% del pico mas intenso)
1 6,6 58
2 8,1 63
3 12,3 61
4 12,6 100
5 16,3 57
6 20,9 34
7 21,1 49
8 24,8 87
9 25,1 31
10 25,5 78

Formulacién de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-
carbonitrilo

Afadir agua tibia (2500 ml, 35-40°C) y monohidrato de (S)-lactato de 5-((5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-

pirazol-3-il) amino)pirazin-2-carbonitrilo (22,208 g, 46,9 mmol) a un recipiente de fabricacion con agitacion. Agitar

durante 10 minutos hasta que se disuelva el material y dé una solucion clara. Afadir dihidrato de trehalosa (26,28 g,

69,46 mmol), manitol (146,92 g, 806,49 mmol), y polisorbato 80 (6,528 g, 4,98 mmol) al recipiente de fabricacion.
9
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Agitar hasta disolver. Afadir agua (788,29 ml) para llevar la solucién al peso final del lote (3288,29 ml). Filtrar la
solucioén a través de una membrana de PVDF estéril de 0,22 micrometros (Millipore Durapore®) en un recipiente de
recepcion limpio y seco. Llenar la solucién del medicamento en viales estériles (llenado de 20,6 ml en viales de 50 mi;
viales totales: 144 incluyendo 5 viales de termopar). Al finalizar el llenado, tapar parcialmente los viales y colocar en
el liofilizador. Al finalizar el ciclo de liofilizacion (4 dias), tapar completamente los viales bajo un ligero vacio (662 mbar)
y sellar. Almacenar todos los viales a temperatura ambiente (15-25°C).

Formulacion alternativa de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo

Anadir agua para inyeccion (WFI) a temperatura ambiente (4000 ml) a un recipiente de fabricacion. Afiadir polisorbato
80 (6,25 g, 4,77 mmol) con agitacion. Agitar hasta que se disuelva el material y dé una solucion clara. Afiadir manitol
(150,0 g, 823,4 mmol) y agitar hasta que sea visualmente transparente. Afiadir dihidrato de trehalosa (129,86 g, 343,2
mmol) y después agitar hasta que sea visualmente transparente. Afadir 1 N de acido lactico (3,25 ml por litro de
solucion del lote) al recipiente de fabricacion y agitar hasta que sea visualmente transparente. Afiadir monohidrato de
(S)-lactato de 5-((5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-il)amino)pirazin-2-carbonitrilo (21,71 g, 45,8
mmol) al recipiente de fabricacion y agitar hasta disolver. Aiiadir WFI para llevar la solucién al volumen final del lote
(5000 ml). Filtrar la solucion a través de una membrana de PVDF estéril de 0,22 micrémetros (Millipore Durapore®)
en un recipiente de recepcion limpio y seco. Llenar la solucién del medicamento en viales estériles (llenado de 20,6
ml en viales de 50 ml). Al finalizar el llenado, tapar parcialmente los viales y colocar en el liofilizador. Al finalizar el ciclo
de liofilizacion (3-4 dias), tapar completamente los viales bajo un ligero vacio (aproximadamente 866 mbar) y sellar.
Almacenar todos los viales en condiciones refrigeradas (2-8°C).

Seleccién de sal

Procedimiento general para cribado por solubilidad de sales de HCI de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo, monohidrato de acido metanosulfénico y monohidrato de (S)-lactato

Preparar una solucion acuosa (aproximadamente 0,1 M) del acido seleccionado. Afadir 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-
metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo  sélido (20-26 mg). Agitar la suspension a temperatura
ambiente durante una semana. Medir la concentracion de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo por HPLC. Retirar alicuotas (~200 pl) de las suspensiones a través de filtros de PTFE de
0,45 micréometros Millex®. Diluir las muestras con fase movil y analizar por HPLC. Analizar las muestras con Un Agilent
1100 HPLC (Instrument 800) con una columna Zorbax Bonus RP (75 mm x 4,6 mm, tamafio de particula de 3,5
micrémetros), o equivalente. La fase mavil consiste en 20% de una mezcla de TFA 0,1% en acetonitrilo y 80% de una
mezcla de TFA 0,1% en agua. Las condiciones del instrumento son las siguientes: caudal de flujo de 1,0 ml/minuto,
longitud de onda de deteccion de 290 nm, volumen de inyeccion de 3 ml, tiempo de ejecucion de 10 minutos, y
temperatura de columna de 30°C. Preparar una solucion madre de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo en 50/50 de agua/acetonitrilo y diluir con 50/50 agua/acetonitrilo para dar
concentraciones adecuadas para la cuantificacion de las muestras de solubilidad. Diluir las muestras con 50/50
acetonitrilo/agua. Usar un factor de dilucion de 200 para las muestras. Medir el pH de cada solucién y analizar los
residuos solidos por microscopia y XRPD (humedo y seco) para la cristalinidad y forma cristalina.

Comparacion de las sales de di-HCI, monohidrato de acido metanosulfénico, y monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-
(3-amino-propoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
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Tabla 2
Monohidrato de acido Monohidrato de (S)-
Parametros Di-HCI metanosulfénico lactato
Solubilidad (mg/ml) 0,107 6,63 > 20
Captisol® Requerido Si Si No
Costo de fabricacion Muy alto Alto Bajo
Ciclo de liofilizacion (Tiempo) ND1 9,5 dias 3-4 dias
NUm. de viales requeridos para dosis de 210
mg > 112 112 42
Estabilidad Inestable Satisfactoria Satisfactoria
" ND significa no determinado.
F Por propdsitos de comparacion, utilizar viales de 20 ml.

La Tabla 2 ilustra los parametros que describen las sales de di-HCI, monohidrato de acido metanosulfénico, y
monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo. Los
parametros son solubilidad, estabilidad, tiempo de ciclo de liofilizacién, Captisol® que es una forma de ciclodextrina
que ayuda en la solubilidad, costo de fabricacion relativo, y el niUmero de viales IV requeridos para la administracion
de una dosis de ejemplo para el farmaco formulado. La solubilidad de monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-
aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo tiene una solubilidad > 20 mg/ml en agua
cuando se mide a un pH de 2,46. La solubilidad de la sal de monohidrato de acido 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-
fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo metanosulfénico es 6,63 mg/ml y la solubilidad de la sal de di-HCI de
5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo es 0,107 mg/ml. Por lo tanto, la
solubilidad de la sal de monohidrato de (S)-lactato es superior a las sales de di-HCI y monohidrato de acido
metanosulfénico en una comparacion de solubilidad en agua. Ademas, debido a la muy baja solubilidad, la forma de
sal de di-HCI no es ventajosa para la formulacion del producto final.

La forma de monohidrato de (S)-lactato también requiere un tiempo de ciclo de liofilizacion menor que la sal de
monohidrato de acido metanosulfénico. La sal de monohidrato de acido metanosulfénico tiene un ciclo de liofilizacién
de 9,5 dias, mientras que la formulacion de monohidrato de (S)-lactato tiene un tiempo de liofilizacion de 3-4 dias.
Este tiempo de ciclo significa que el producto que contiene la formulacion de monohidrato de acido metanosulfénico
esta en el liofilizador durante mas de dos veces la cantidad de tiempo en comparacién con la formulacién de
monohidrato de (S)-lactato, lo que aumenta el potencial de un fallo del sistema durante el periodo de tiempo de
procesamiento extendido (por ejemplo, fallos de equipos, incumplimiento de esterilidad, etc.) que pueden requerir €l
descarte del lote.

Ademas, la sal de monohidrato de (S)-lactato no requiere Captisol®, un auxiliar de solubilizacion relativamente
costoso. Como resultado, la formulacion de la sal de monohidrato de (S)-lactato es menos costosa en comparacion
con las formas de sal de di-HCI y monohidrato de acido metanosulfénico.

Cribado por solubilidad

Monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
cristalino

Preparar una solucién acuosa de acido (S)-lactico (0,104 M, 1 ml). Afdadir 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil )-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo solido (21,7 mg, 0,059 mmol). Agitar la suspensiéon a temperatura ambiente
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durante una semana. Medir la concentracion de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-
2-carbonitrilo por HPLC. Retirar una alicuota (~200 ul) de la suspension a través de filiros de PTFE de 0,45
micrometros Millex®. Diluir las muestras con fase mévil y analizar por HPLC. Analizar las muestras con un Agilent
1100 HPLC (Instrument 800) con una columna Zorbax Bonus RP (75 mm 3 4,6 mm, tamafio de particula de 3,5
micrémetros), o equivalente. La fase movil consiste en 20% de una mezcla de TFA 0,1% en acetonitrilo y 80% de una
mezcla de TFA 0,1% en agua. Las condiciones del instrumento son las siguientes: caudal de flujo de 1,0 ml/minuto,
longitud de onda de deteccion de 290 nm, volumen de inyeccion de 3 ml, tiempo de ejecucion de 10 minutos, y
temperatura de columna de 30°C. Preparar una solucion madre de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo en 50/50 de agua/acetonitrilo y diluir con 50/50 agua/acetonitrilo para dar
concentraciones adecuadas para la cuantificacion de las muestras de solubilidad. Diluir las muestras con 50/50
acetonitrilo/agua. Usar un factor de dilucién de 200 para las muestras. La solubilidad de monohidrato de (S)-lactato de
5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo es > 20 mg/ml a un pH de 2,46.

Comparacién farmacocinética de las sales de monohidrato de acido metanosulfénico y monohidrato de (S)-lactato de
5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo

Evaluar los parametros farmacocinéticos no compartimentales de las sales de monohidrato de acido metanosulfénico
y monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo
después de la infusion intravenosa (V) de 10 mg/kg de la sal de monohidrato de acido metanosulfénico (10 mg/kg,
formulada en Captisol®) o de la sal monohidrato de (S)-lactato (formulada en trehalosa) en la canula de la vena femoral
de ratas macho Sprague-Dawley alimentadas durante 1 hora. Recoger muestras de sangre durante 24 horas de 6
animales/grupo. Recoger muestras de sangre en tubos que contienen KsEDTA a las 0,25, 0,5, 1, 1,25, 1,5, 2,4, 8,y
24 horas después del inicio de la infusion. Centrifugar las muestras para obtener plasma, y congelar hasta que su
analisis. Determinar las concentraciones plasmaticas usando un ensayo de LC-MS/MS validado. El analisis estadistico
de estos datos utilizando una prueba t de dos muestras (error de mezcla) muestra que no se observan diferencias
significativas con respecto a los niveles plasmaticos en sangre de ninguna forma de sal después de la inyeccion IV.

Preparaciéon de sal de monohidrato de (S)-lactacto de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para inyeccion IV

Dispensar WFI equivalente a aproximadamente el 80% del volumen del lote final. Calentar el WFI a 40°C + 3°C y
trasladar al recipiente de fabricacion. Pesar la cantidad requerida de ingrediente farmacéutico activo y después
asegurar que la temperatura del WFI todavia esté dentro del intervalo especificado, transferir cuantitativamente el
ingrediente farmacéutico activo en el recipiente de fabricacion con agitacion. Agitar hasta que el ingrediente
farmacéutico activo se haya disuelto dando una solucion amarilla clara, agitar durante no mas que 30 minutos. Ahadir
trehalosa y polisorbato 80 al recipiente de fabricacion. Agitar hasta disolver. Medir el pH de la solucion y ajustar el pH
a 4,4 + 0,3 con acido lactico (Nota: Si se utiliza solucion de acido lactico al 88%-92%, titular lentamente y con cuidado
dado que pequeiias cantidades pueden producir grandes cambios en el pH, o preparar una solucion al 10% de acido
lactico para el ajuste del pH). Si es necesario, y solo si el pH cae por debajo del limite inferior durante el ajuste, afiadir
una solucién de NaOH al 10% para llevar el pH nuevamente al intervalo. Afiadir WFI al recipiente de fabricacion para
llevar la solucién al peso del lote final que se calcula en base al volumen del lote deseado y la densidad de la solucion.
Medir el pH de la solucion y ajustar, si es necesario, a pH 4,4 + 0,3 con acido lactico o NaOH 10%. La solucion se filtra
a través de una membrana de PVDF estéril de 0,22 micréometros (Millipore Durapore®) en un recipiente de recepcion
esteéril. Llenar el medicamento en viales estériles. Al finalizar el llenado, tapar y sellar los viales. Si no se dosifica dentro
de aproximadamente 4 horas, almacenar todos los viales a -20°C. La férmula unitaria se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3

Ingrediente Activo de la Férmula Unitaria Cantidad (mg/ml)

Sal de monohidrato de (S)-lactato’ 2,59 (Equivalente a base libre 2,0)

Otros Ingredientes?

Trehalosa 14.74
Polisorbato 80 0,76
Agua para Inyeccion qg.S.

Solucién de Acido Lactico o Hidroxido de Sodio® --

'La cantidad de ingrediente farmacéutico activo se puede ajustar para tener en cuenta el Ensayo “tal como estd, base
libre” del principio activo. El Ensayo "tal como esta, base libre" se puede definir como la porcion del principio activo
(fraccién o un porcentaje sobre una base de masa) que se compone del resto activo, de acuerdo con lo medido por
una técnica de quimica analitica adecuada y que no se corrige para la presencia de sustancias volatiles.

“Se permite una variacion razonable de +/- 10% para cada excipiente a menos que se indique lo contrario.

SCantidad suficiente para ajustar el pH.

Preparacion alternativa de sal de monohidrato de (S)-lactacto de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-
3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para inyeccion IV

Dispensar WFI equivalente a aproximadamente el 80% del volumen del lote final. Pesar la cantidad requerida de
polisorbato 80 y afiadir al recipiente con agitacion hasta que sea visualmente transparente. Pesar la cantidad requerida
de manitol y afiadir al recipiente con agitacion hasta que sea visualmente transparente. Pesar la cantidad necesaria
de dihidrato de trehalosa y afiadir al recipiente con agitacion hasta que sea visualmente transparente. Afiadir la
cantidad apropiada de acido lactico al recipiente con agitacion hasta que sea visualmente transparente. Pesar la
cantidad requerida de ingrediente farmacéutico activo y transferir el ingrediente farmacéutico activo en el recipiente de
fabricacion con agitacion. Remover hasta que el ingrediente farmacéutico activo se haya disuelto dando una solucion
amarilla clara. Medir el pH de la solucion y ajustar el pH a 4,2 + 0,3 con acido lactico (Nota: Si se utiliza solucion de
acido lactico al 88%-92%, titular lentamente y con cuidado dado que pequefias cantidades pueden producir grandes
cambios en el pH, o preparar una solucion al 10% de acido lactico para el ajuste del pH). Afadir WFI al recipiente de
fabricacion para llevar la solucion al peso final del lote que se calcula en base al volumen del lote deseado y la densidad
de la solucion. El pH de la solucidon se mide y se ajusta, si es necesario, a pH 4,2 +0,3 con acido lactico. La solucion
se filtra a través de una membrana de PVDF estéril de 0,22 micrometros (Millipore Durapore ®) en un recipiente de
recepcion estéril. Llenar el medicamento en viales estériles. Al finalizar el llenado, tapar parcialmente los viales y
colocar los viales en el liofilizador. Al finalizar el ciclo de liofilizacion (aproximadamente 3-4 dias), tapar completamente
los viales bajo un ligero vacio (diana 866 mbar) y sellar. Almacenar todos los viales en condiciones refrigeradas (2-
8°C). La férmula unitaria se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4

Ingrediente Activo de la Férmula Unitaria Cantidad (mg/ml)

Sal de monohidrato de (S)-lactato’ 4,34 (Equivalente a base libre 3,35)

Otros Ingredientes?

Trehalosa 23,5

Polisorbato 80 30,0

Otros Ingredientes?

Polisorbato 80 1,25

Agua para Inyeccion qg.S.

Acido lactico o solucién de hidréxido de sodio? --

' La cantidad de ingrediente farmacéutico activo se puede ajustar para tener en cuenta el Ensayo “tal como esta,
base libre” del principio activo.

? Se permite una variacion razonable de +/- 10% para cada excipiente a menos que se indique lo contrario.

3 Cantidad suficiente para ajustar el pH.

Preparacion alternativa de sal de monohidrato de acido metanosulfonico 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-
pirazol-3-ilamino) pirazin-2-carbonitrilo para inyeccion IV.

Dispensar WFI equivalente a aproximadamente el 80% del volumen del lote final en el recipiente de fabricacién. Pesar
la cantidad necesaria de Captisol® y transferir al recipiente de fabricacion. Agitar hasta disolver. Pesar la cantidad
requerida de ingrediente farmacéutico activo y formar una suspension mediante la adicion de WFI al ingrediente
farmacéutico activo con agitacion hasta que se humedezca. Transferir la suspension a la solucion de Captisol® con
agitacion. Enjuagar el ingrediente farmacéutico activo con WFI (3x) y agregar los enjuagues a la solucion a granel en
agitacion. Agitar hasta que el ingrediente farmacéutico activo se haya dispersado. Agitar durante no mas que 60
minutos. Algunas particulas pueden ser visibles en el recipiente de fabricacion después de agitacion durante 60
minutos. Mantener el pH de la solucion entre 4,0-6,0. Si el pH cae por debajo del limite inferior, puede afiadirse solucion
de NaOH al 10% para llevar el pH dentro del intervalo. Ahadir WFI al recipiente de fabricacion para llevar la solucion
al peso del lote final que se calcula en base al volumen del lote deseado y la densidad de la solucién. Medir el pH de
la solucién y ajustar, si es necesario, a pH 4,0-6,0 con NaOH 10%. Filtrar la solucién a través de una membrana de
PVDF estéril de 0,22 micrometros (Millipore Durapore®) en un recipiente de recepcion estéril. Llenar el medicamento
en viales estériles. Al finalizar el llenado, tapar y sellar los viales. Si no se dosifica dentro de aproximadamente 4 horas,
almacenar todos los viales a -20°C. La férmula unitaria se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5

Ingrediente Activo de Férmula Unitaria Cantidad (mg/ml)

Sal de monohidrato de acido metanosulfénico’ 2,6 (Equivalente base libre a 2,0)

Otros Ingredientes?

Captisol® (beta-ciclodextrina sulfobutiléter, sal de sodio) 120

Agua para Inyeccion qg.S.

Solucion de Hidréxido de Sodio® .

' La cantidad de ingrediente farmacéutico activo se puede ajustar para tener en cuenta el Ensayo “tal como esta,
base libre” del principio activo.

? Se permite una variacion razonable de +/- 10% para cada excipiente a menos que se indique lo contrario.

3 Cantidad suficiente para ajustar el pH.
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La Tabla 6 a continuacion muestra la concentraciéon plasmatica media después de una Unica infusién intravenosa de
10 mg/kg durante 1 hora de sal de monohidrato de acido 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo metanosulfénico.

Tabla 6

Tiempo (horas) Media (ng/ml) S.D. CV % n

0,25 1060 84,1 7,9 6

0,5 1100 68,6 6,2 6

1 930 215 23,1 6

1,25 319 21,1 6,6 6

1,5 249 24,2 9,7 6

2 178 11,5 6,5 6

4 67,5 10,1 15,0 6

8 30,3 2,30 7,6 6

24 3,00 0,331 11,0 3
IAbreviaturas: BLQ = Por debajo del limite de cuantificacion de 2 ng/ml, CV = coeficiente de variacion, n = nUmero de

animales, S.D. = desviacion estandar

La Tabla 7 a continuacién muestra la concentracion plasmatica media después de una Unica infusién intravenosa de
10 mg/kg durante 1 hora de sal de monohidrato de (S)-lactacto de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-

3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo.

Tabla 7
Tiempo (horas)Media (ng/ml) S.D. [CV %| n
0,25 1110 90,3/ 8,1 |6
0,5 1180 79,4 6,7 | 6
1 1140 107|194 |6
1,25 405 51,1112,6| 6
1,5 283 28,6|10,1| 6
2 217 18,9/ 8,7 | 6
4 73,8 570\ 7,7 | 6
8 28,6 5,06|17,7| 6
24 2,60 0,148 5,7 | 4
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 en forma cristalina caracterizado por un patrén de difraccién de
rayos X en polvo (radiacién CuKa, A = 1,54060 A) que comprende un pico a 12,6, y uno o mas picos a 24,8, 25,5, 8,1,
6,6, 12,3,y 16,3 (26 +/- 0,2°).

3. Una composicion farmacéutica que comprende monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-
fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo y uno o mas vehiculos, diluyentes, o excipientes aceptables
farmacéuticamente.

4. La composicidon farmacéutica de la reivindicacion 3, en la que el monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-
aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-ilamino)pirazin-2-carbonitrilo esta en forma cristalina caracterizada por un
patrén de difraccion de rayos X en polvo (radiacién CuKa, A = 1,54060 A) que comprende un primer pico a 12,6, y uno
0 mas picos a 24,8, 25,5, 8,1, 6,6, 12,3,y 16,3 (26 +/- 0,2°).

5. Un compuesto que es monohidrato de (S)-lactato de 5-(5-(2-(3-aminopropoxi)-6-metoxi-fenil)-1H-pirazol-3-
ilamino)pirazin-2-carbonitrilo para su uso en el tratamiento del cancer.

6. Elcompuesto para su uso segun la reivindicacion 5, en el que el compuesto esta en forma cristalina caracterizado
por un patrén de difraccion de rayos X en polvo (radiacién CuKa, A = 1,54060 A) que comprende un pico a 12,6, y uno
0 mas picos a 24,8, 25,5, 8,1, 6,6, 12,3, y 16,3 (26 +/- 0,2°).

7. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en el que el compuesto se utiliza
con uno o mas vehiculos, diluyentes, o excipientes aceptables farmacéuticamente.

8. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en el que el compuesto se utiliza en
combinacién simultanea, separada o secuencial con radiacion ionizante.

9. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en el que el compuesto se utiliza en
combinacién simultanea, separada o secuencial con uno o mas agentes de quimioterapia.

10. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en el que el compuesto se utiliza en
combinacién simultanea, separada o secuencial con un agente de quimioterapia seleccionado del grupo que consiste
en 5-fluorouracilo, hidroxiurea, gemcitabina, metotrexato, pemetrexed, doxorubicina, etopdsido, cetuximab, cisplatino,
taxol, y sus combinaciones.
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