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DESCRIPCION

Forma cristalina de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)- 1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-
illbenzamida

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo cristal de un compuesto azabiciclico que es estable y tiene una
excelente capacidad de absorcion oral, y que es util como agente antitumoral.

Antecedentes de la invencion

En general, cuando un compuesto se usa como principio activo eficaz de un producto farmacéutico, se requiere la
estabilidad quimica y fisica del compuesto para mantener una calidad estable y facilitar la gestion del
almacenamiento. Por lo tanto, el compuesto obtenido esta preferentemente en una forma cristalina estable y, en
general, se selecciona a menudo la forma cristalina mas estable como sustancia farmacolégica para un producto
farmacéutico.

Hasta la fecha, se han descrito de una pluralidad de inhibidores de HSP90 como agente antitumoral, por ejemplo, los
Documentos de Patente 1 y 2 describen 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-
1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida (también denominado en lo sucesivo en el presente documento "Compuesto
1") como un compuesto que tiene una excelente accion inhibidora de HSP90 y muestra actividad antitumoral.

Mientras tanto, aunque una composiciéon farmacéutica para administracion oral requiere en general no solo la
estabilidad de un ingrediente eficaz, sino también una excelente capacidad de absorcién en la administracion oral,
los Documentos de Patente 1 y 2 no describen ningun cristal del Compuesto 1, ni la estabilidad ni capacidad de
absorcion oral de los cristales.

Lista de citas
[Documento de Patente]

[Documento de Patente 1]
Publicacion internacional n.° W0O2012/093708
[Documento de Patente 2]
Publicacion internacional n.° W0O2011/004610

Sumario de la Invencion
[Problema que se soluciona mediante la invencion]

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un cristal del Compuesto 1 Gtil como agente antitumoral que
sea estable y tenga una capacidad de absorcion oral excelente.

[Medios para solucionar el problema]

Para lograr el objetivo, el presente inventor sintetizé el Compuesto 1 de acuerdo con el método de fabricaciéon que se
describe en el Documento de Patente 1 para obtener un cristal de Forma | del Compuesto 1. Sin embargo, como se
describe en posteriormente en los Ejemplos, el cristal de Forma | tuvo problemas en la capacidad de absorcion de la
forma oral, y de ese modo se llevd a cabo una investigacion mas profunda de las condiciones de cristalizacion.
Como resultado, se descubrié que se puede obtener un cristal de Forma Il por adicion y suspension del Compuesto
1 en un cierto disolvente organico, y ademas se descubrié que el cristal de Forma Il es superior en estabilidad y
capacidad de absorcién oral en comparacion con el cristal de Forma I, completando de ese modo la presente
invencion.

De ese modo, la presente invencion se refiere a la provision de los siguientes apartados [1] a [13].

[11 Un cristal de Forma |l de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)- 1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida que muestra un espectro de difraccion de rayos X de polvo que tiene al
menos los picos de difraccion caracteristicos a angulos (26 + 0,2°) de 7,7°, 8,0°, 11,1°, 12,5°, 12,9°, 15,2°, 15,87,
17,2°,19,0°, 22,5° 26,1°, y 27 4°.

[2] El cristal de Forma Il de acuerdo con [1], en el que el pico endotérmico determinado mediante calorimetria
diferencial de barrido es de 270 °C + 5 °C.

[3] Una composicion farmacéutica que comprende el cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2].

[4] Una composicion farmacéutica para administracion oral que comprende el cristal de Forma |l de acuerdo con
cualquiera de [1] 0 [2].
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[5] Un agente antitumoral que comprende el cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2].

[6] Uso del cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2], para la produccién de una composicion
farmacéutica.

[7] El uso de acuerdo con [6], en el que la composicidon farmacéutica es una composicion farmacéutica para
administracion oral.

[8] Uso del cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2], para la produccién de un agente
antitumoral.

[9] El cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2], para su uso como un medicamento.

[10] El cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2], para su uso en el tratamiento de un tumor.

[11] Un método de fabricacion del cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2], que comprende las
etapas de:

(1) suspender la 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il}-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-
illbenzamida en un disolvente organico con calentamiento para obtener una suspension, y

(2) obtener  3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il}-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-
illbenzamida en estado solido a partir de la suspension obtenida en la etapa (1) anterior.

[12] El método de fabricacion del cristal de Forma Il de acuerdo con [11], en el que el disolvente organico es
2-propanol, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de butilo, ciclopentil metil éter, metil etil
cetona, metil isobutil cetona, acetona, acetonitrilo o un disolvente mixto de los mismos.

[13] Un método de fabricacion del cristal de Forma Il de acuerdo con cualquiera de [1] o [2], que comprende las
etapas de:

(1) suspender la 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il}-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-
illbenzamida en un disolvente organico seleccionado entre el grupo que consiste en 2-propanol, acetato de
metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de butilo, ciclopentil metil éter, metil etil cetona, metil
isobutil cetona, acetona, acetonitrilo y un disolvente mixto de los mismos para obtener una suspension, y

(2) obtener  3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il}-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-
illbenzamida en estado solido a partir de la suspension obtenida en el apartado (1) anterior.

[Efecto de la invencion]

De acuerdo con la presente invencion, el cristal de Forma Il del Compuesto 1 tiene una alta estabilidad y una
excelente capacidad de absorcion oral, y es util como producto farmacéutico oral.

Breve descripcion de las figuras

[Figura 1] Un espectro de difraccion de rayos X de polvo del cristal de Forma | del Compuesto 1 (el eje vertical
representa la intensidad (cps) y el eje horizontal representa el angulo de difraccion (26 + 0,2 °)).

[Figura 2] Un espectro de difraccion de rayos X de polvo del cristal de Forma Il del Compuesto 1 (el eje vertical
representa la intensidad (cps) y el eje horizontal representa el angulo de difraccion (26 + 0,2 °)).

[Figura 3] Una curva de calorimetria diferencial de barrido (DSC) del cristal de Forma Il del Compuesto 1.

[Figura 4] Un resultado del ensayo de medicion de la concentracion en sangre del cristal de Forma Il del
Compuesto 1.

Descripcion detallada de la invencién

El Compuesto 1 de la presente invencion es 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida (representado por la siguiente féormula). Se conoce que el Compuesto 1 se
conoce muestra actividad inhibidora de HSP90 y muestra una excelente actividad antitumoral. El Compuesto 1 se
puede sintetizar basandose en el método de produccion que se describe en los Documentos de Patente 1y 2.
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El cristal de la presente invencién puede ser un cristal que comprende el cristal de Forma Il del Compuesto 1, y
puede ser un solo cristal del cristal de Forma Il o una mezcla polimérfica que comprende cristales distintos al cristal
de Forma Il. Para el cristal de la presente invencion, es preferente el cristal de Forma Il con alta pureza. De forma
especifica, la pureza quimica del cristal de Forma Il es de un 90 % o mas, mas preferentemente un 95 % o mas, de
forma particularmente preferente un 98 % o mas.

Se puede obtener el cristal de Forma Il de la presente invencion por adicion y suspension del Compuesto 1 en un
cierto disolvente organico. De forma especifica, el cristal de Forma Il se puede obtener mediante el método de
produccion que comprende las siguientes etapas (1) y (2):

(1) suspender el Compuesto 1 en un disolvente organico para obtener una suspension,
(2) obtener el Compuesto 1 en estado sdlido a partir de la suspension obtenida en el apartado (1) anterior.

Aunque el Compuesto 1 que se afiade a un compuesto organico puede ser o no ser un cristal, la forma cristalina del
Compuesto 1 se usa de manera especifica y, en particular, el cristal de Forma Il del Compuesto 1 se usa desde el
punto de vista de la obtencién del cristal de Forma Il con alta pureza. En la cristalizacién de la presente invencion, se
puede usar un cristal de semilla. Desde el punto de vista de obtener el cristal de Forma |l con alta pureza, es
preferente que se use el cristal de Forma Il como cristal de semilla.

Algunos ejemplos del disolvente organico que se usa en la cristalizacion de la presente invencioén incluyen alcoholes
tales como metanol, n-propanol, 2-propanol y etilenglicol; ésteres alifaticos de carboxilato tales como acetato de
metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, y acetato de butilo; éteres tales como éter dietilico, metil terc-butil éter,
ciclopentil metil éter, 1,4-dioxano, tetrahidrofurano; cetonas tales como acetona, metil etil cetona, metil isobutil
cetona, y ciclohexanona; disolventes aromaticos tales como tolueno, xileno, y clorobenceno; disolventes organicos
polares apréticos tales como acetonitrilo, N-metil-2-pirrolidona, N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida,
1,3-dimetil-2-imidazolidinona, y dimetilsulfoxido o los disolventes mixtos de los mismos. Preferentemente, el
disolvente organico es una cetona, un alcohol monohidrico que tiene 3 o mas atomos de carbono, un alcohol
dihidrico, un éster alifatico de carboxilato, un éter, un disolvente organico polar aprético o un disolvente mixto, y mas
preferentemente es el 2-propanol, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de butilo, ciclopentil
metil éter, metil etil cetona, metil isobutil cetona, acetona, acetonitrilo o un disolvente mixto de los mismos. De forma
particularmente preferente, desde el punto de vista de la pureza y el rendimiento del cristal de Forma I, el disolvente
organico es acetato de metilo, metil etil cetona, acetona o un disolvente mixto de los mismos.

Desde el punto de vista de la pureza y el rendimiento del cristal de Forma I, la cantidad (v/p) del disolvente organico
en la cristalizacion de la presente invencion es preferentemente una cantidad de 2-30 veces, mas preferentemente
una cantidad de 3-20 veces, y de forma particularmente preferente una cantidad de 4-15 veces, con respecto a la
cantidad del Compuesto 1.

Preferentemente, en la cristalizacion de la presente invencion, el Compuesto 1 se agrega y suspende en un polimero
organico con calentamiento y reflujo durante un periodo prolongado de tiempo. La temperatura de calentamiento en
la cristalizacion de la presente invencién no se limita de forma especifica siempre que esté dentro de la temperatura
adecuada para el reflujo, y se determina de forma apropiada dependiendo del disolvente organico que se usa.
Preferentemente, la temperatura de calentamiento es de 52-126 °C.

La duracién del reflujo en la cristalizacion de la presente invencion es de 12-60 horas y mas preferentemente 16-48
horas pues, de lo contrario, la dosis de cristalizacion no es suficiente y de ese modo no se puede obtener un cristal
de alta pureza con una menor duracién. Por otro lado, con una mayor duracién se produce la degradacion del cristal
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y conduce a un bajo rendimiento.

En la cristalizacién de la presente invencion, el precipitado del cristal de Forma Il después de enfriamiento se puede
recoger después del reflujo. La temperatura de enfriamiento se puede ajustar de forma adecuada, y es
preferentemente la temperatura ambiente.

El precipitado del cristal se puede aislar y purificar a partir de dicha disoluciéon o solucion mixta de acuerdo con
métodos conocidos de separacion y purificacion tales como, por ejemplo, filtracion, lavado mediante un agente
organico, y secado a presion reducida.

Algunos ejemplos del disolvente organico que se usa para el lavado incluye alcoholes inferiores, acetona vy
acetonitrilo. El analisis organico que se usa en la cristalizacion de la Forma Il se puede usar para lavado.

El cristal de Forma Il de la presente invencion obtenido de ese modo es un cristal que muestra un espectro de
difraccion de rayos X de polvo que tiene 12 o mas picos de difraccion caracteristicos a angulos (26 + 0,2°) de 7,7°,
8,0°,11,1°,12,5°, 12,9°, 15,2°, 15,8°, 17,2°, 19,0°, 22,5°, 26,1°, y 27,4°, como se muestra en la Figura 2. El cristal de
Forma Il muestra un pico endotérmico a aproximadamente 270 °C, como se muestra el resultado de calorimetria
diferencial de barrido (DSC) de la Figura 3.

Por el contrario, el cristal de Forma | es un cristal que muestra un espectro de difraccion de rayos X de polvo que
tiene picos de difraccion caracteristicos a angulos (26 + 0,2°) de 8,1°, 12,1°, 14,0°, 16,2°, 21,5°, 25,4° y 28,3°, como
se muestra en la Figura 1.

Los valores maximos en un espectro de difraccion de rayos X en polvo pueden implicar algunos errores debido a los
instrumentos de medicién o las condiciones de medicién tales como las condiciones de lectura de los picos. Los
valores de los picos en la memoria descriptiva de la presente solicitud pueden tener errores de mediciéon en el
intervalo de aproximadamente + 0,2°.

El pico endotérmico (un valor maximo de pico) medido en calorimetria diferencial de barrido puede fluctuar
dependiendo del aumento de la temperatura por minuto, la cantidad de muestra y la pureza, etc. El término
"aproximadamente" se refiere en la memoria descriptiva de la presente solicitud a + 5,0 °C.

Como se muestra en los siguientes Ejemplos, el cristal de Forma | y el cristal de Forma Il del Compuesto 1 tienen
una capacidad de absorcion significativamente diferente en la administracion oral. El resultado de que el cristal de
Forma I, una forma estable, muestre una mayor capacidad de absorcién oral en comparacion con el cristal de
Forma |, una forma metaestable, es un resultado inesperado dado que una forma metaestable tiene por lo general
mayor solubilidad que una forma estable (Akira Tsuji, "New pharmaceutics", publicado por NANKODO Co. Ltd.).

El cristal de Forma | del Compuesto 1 cambia al cristal de Forma |l por calentamiento a reflujo. El cristal de Forma Il
es estable en condiciones de alta temperatura y alta humedad. Por lo tanto, el cristal de Forma |l es estable en
comparacion con el cristal de Forma | y es util como material farmacéutico.

Por lo tanto, el cristal de Forma Il de la presente invencion es Util como ingrediente eficaz de una composicion
farmacéutica y en particular util como ingrediente eficaz de composicién farmacéutica para administracion oral. El
cristal de Forma Il de la presente invencion es util como agente antitumoral, dado que el Compuesto 1 muestra una
excelente actividad inhibidora de HSP90. Los canceres diana para tratamiento incluyen, sin limitacion, carcinoma de
cabeza y cuello, carcinoma gastrointestinal (carcinoma esofagico, cancer gastrico, tumor del estroma gastrointestinal,
carcinoma duodenal, hepatocarcinoma, carcinoma biliar (cancer de conducto biliar y vesicular), cancer pancreatico,
carcinoma de intestino delgado, y cancer de intestino grueso (tal como carcinoma colorrectal, cancer de colon,
cancer de recto), carcinoma de pulmén, carcinoma de mama, cancer de ovario, carcinoma uterino (tal como cancer
cervical, cancer de endometrio), carcinoma de rifidn, cancer de vejiga, cancer de prostata, carcinoma urotelial,
sarcoma de huesos y tejidos blandos, cancer de sangre (tal como linfoma de linfocitos B, leucemia linfocitica cronica,
linfoma de linfocitos T periférico, sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide aguda, y leucemia linfocitica aguda),
mieloma multiple, cancer de piel y mesotelioma.

Cuando el cristal de Forma Il de la presente invencién se usa como principio activo de una composicién farmacéutica,
se puede mezclar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable segun sea necesario y se puede emplear diversas
formas de administracion con fines preventivos o terapéuticos. Dichas formas son preferentemente un agente oral tal
como un comprimido, una capsula, un granulo, un granulo sutil, y un farmaco en polvo. Cada una de estas formas de
administracion se puede preparar mediante métodos para formulaciéon de farmacos conocidos por los expertos en la
materia.

Ejemplos

Aunque la presente invencion se describe de forma especifica a continuacién por referencia a Ejemplos, la presente
invencion no estara limitada por estas realizaciones. Aunque la presente invencion esta suficientemente descrita por
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los Ejemplos, se ha de entender que los expertos en la materia pueden realizar varios cambios y modificaciones. Por
lo tanto, dichos cambios y modificaciones estan abarcados por la presente invencién, siempre que no se aparten del
alcance de la presente invencion.

Los reactivos que se usan en los Ejemplos estaban disponibles en el mercado, a menos que se indique de otro
modo. Se midié el espectro de RMN mediante el uso de tetrametilsilano como estandar interno cuando se incluye
tetrametilsilano en un solvente deuterado y de otro modo el uso de un disolvente de RMN como estandar interno,
usando un espectrometro modelo AL400 (400 MHz; Japan Electro Optical Laboratory (JEOL)), Mercury 400 (400
MHz; Agilent Technologies), o un espectrometro modelo Inova 400 (400 MHz; Agilent Technologies) equipado con
una sonda 400MRMN (Protasis). Todos los valores de & se indican en ppm.

Los significados de las abreviaturas se muestran a continuacion.

s: Singlete

d: Doblete

t: Triplete

c: Cuadruplete

dd: Doblete de dobletes
dt: Doblete de tripletes

td: Triplete de dobletes
tt: Triplete de tripletes

ddd: Doblete de doblete de dobletes
ddt: Doblete de doblete de tripletes
dtd: Doblete de triplete de dobletes
tdd: Triplete de doblete de dobletes

m: Multiplete
a: Ancho
s a: Singlete ancho

Medicién de difraccion de rayos X de polvo

La difraccion de rayos X de polvo se midié6 de acuerdo con las siguientes condiciones de ensayo después de
pulverizar ligeramente una cantidad adecuada de material de ensayo mediante el uso un mortero de agata segun fue
necesario.

Instrumento: PANalytical EMPYREAN

Diana: Cu

Configuracion de salida de rayos X: 40 mA, 45 kV
Intervalo de barrido: 2,0-40,0°

Tamario de etapa: 0,026°

Ranura de divergencia: automatica

Anchura de irradiacion: 10,00 mm

Anchura de muestra: 10,00 mm

La manipulacion de los instrumentos incluyendo el procesamiento de los datos se llevé a cabo de acuerdo con el
método y el procedimiento indicado para cada instrumento.

Medicién de analisis térmico (calorimetria diferencial de barrido (DSC))
DSC se llevo a cabo de acuerdo con las siguientes condiciones de ensayo.

Instrumento: TA Instruments Q1000

Muestra: aproximadamente 1 mg

Contenedor de muestra: hecho de aluminio

Velocidad de calentamiento: calentamiento a 10 °C/min hasta 300 °C
Gas de atmosfera: nitrégeno

Caudal de gas nitrogeno: 50 ml/min.

La manipulacién de los instrumentos, incluyendo el procesamiento de los datos, se llevé a cabo de acuerdo con el
método y el procedimiento indicado para cada instrumento.

Ejemplo Comparativo 1: Sintesis del cristal de Forma | de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (3,58g) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)- 1H-imidazol-1-il)-
1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacion que se describe en el
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documento de Publicacion Internacional n.° W0O2012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afadio a etanol (7,84 ml) y se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la
recogida del solido por filtracion, el sélido se lavd con etanol (7,84 ml), seguido de secado a presion reducida a
70-80 °C durante 20 horas para obtener el cristal de Forma | (rendimiento: 2,40 g, porcentaje de rendimiento: 61,2 %,
pureza: 98,21 %).

El cristal de Forma | dio un espectro de difraccion de rayos X de polvo que tenia picos caracteristicos a angulos de
difraccion (26) de 8,1°, 10,9°, 12,1°, 14,0°, 14,9°, 16,2°, 17,7°, 20,2°, 21,0°, 21,5°, 22,6°, 24,3°, 25,4°, 26,4°, 27,0°,
28,3°, 30,2°, 30,9°, 31,5°, 32,7°, 34,7°, 35,4° y 36,6°, como se muestra en la Figura 1.

RMN 'H (DMSO-dg): & ppm 9,35 (1H, d, J = 4,88 Hz), 8,93 (1H, d, J = 1,22 Hz), 8,84 (1H, s a), 8,72 (1H, d,
1,95 Hz), 8,70 (1H, s), 8,63 (1H, d, J = 1,22 Hz), 8,60 (1H, dd, J = 8,29, 1,95 Hz), 8,46 (1H, s), 8,25 (1H, d,
8,29 Hz), 8,22 (1H, s a), 8,12 (1H, d, J = 4,88 Hz), 4,59 (3H, s), 3,95 (1H, tt, J = 6,83, 6,83 Hz), 3,21 (2H, c,
7,56 Hz), 1,83 (6H, d, J = 6,83 Hz), 1,75 (3H, t, J = 7,56 Hz): LRMS (ESI) m/z 455 [M + H].

o
I

Ejemplo 1: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-
1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un solido de color blanco (4,0g) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W0O2012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afiadié a acetona (19,54 ml) y se agitdé durante 16 horas por calentamiento a reflujo. Después de
dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogid por filtracion y se lavé con acetona (8,4 ml),
seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 16-24 horas para obtener el cristal de Forma Il
(rendimiento: 1,59 g, porcentaje de rendimiento: 57,0 %, pureza 98,37 %).

El cristal de Forma Il dio un espectro de difraccién de rayos X de polvo que tenia picos caracteristicos a angulos de
difraccion (26) de 7,7°, 8,0°, 11,1°, 12,5°, 12,9°, 14,2°, 15,2°, 15,8°, 17,2°, 17,7°, 19,0°, 20,2°, 21,1°, 22,5°, 22,8°,
23,5°, 24,5°, 26,1°, 26,7°, 27,4°, 28,0°, 28,7°, 29,4°, 30,0°, 31,7°, 35,1°, 36,2°, 36,9° y 37,6°, como se muestra en la
Figura 2. El cristal de Forma Il mostré un pico endotérmico a aproximadamente 270 °C, como se muestra en el
resultado de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) en la Figura 3.

RMN 'H (DMSO-ds) : & ppm 9,35 (1H, d, J = 4,88 Hz), 8,93 (1H, d, J = 1,22 Hz), 8,84 (1H, s a), 8,72 (1H, d,
1,95 Hz), 8,70 (1H, s), 8,63 (1H, d, J = 1,22 Hz), 8,60 (1H, dd, J = 8,29, 1,95 Hz), 8,46 (1H, s), 8,25 (1H, d,
8,29 Hz), 8,22 (1H, s a), 8,12 (1H, d, J = 4,88 Hz), 4,59 (3H, s), 3,95 (1H, tt, J = 6,83, 6,83 Hz), 3,21 (2H, c,
7,56 Hz), 1,83 (6H, d, J = 6,83 Hz), 1,75 (3H, t, J = 7,56 Hz): LRMS (ESI) m/z 455 [M + H].

[ S SR S
I

Ejemplo 2: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afnadié a metil etil cetona (2,8 ml) y se agité durante 16 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogié por filtracion y se lavé con metil etil
cetona (1,2 ml), seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 16-24 horas para obtener el cristal de
Forma Il (rendimiento: 197 mg, porcentaje de rendimiento: 60,9 %, pureza 98,83 %).

Ejemplo 3: Sintesis del cristal de Forma |l de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afiadi6 a acetonitrilo (4,0 ml) y se agité durante 3 horas por calentamiento a reflujo. Después de
dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogid por filtracién y se lavé con acetonitrilo (1,2 ml),
seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de Forma Il (rendimiento:
120 mg, porcentaje de rendimiento: 43,0 %, pureza 98,25 %).

Ejemplo 4: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afadid a metil iso-butil cetona (4,0 ml) y se agité durante 3 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogioé por filtracion y se lavd con metil
isobutil cetona (1,2 ml), seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de
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Forma Il (rendimiento: 154 mg, porcentaje de rendimiento: 55,3 %, pureza 96,89 %).

Ejemplo 5: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afiadio a 2-propanol (4,0 ml) y se agitdé durante 3 horas por calentamiento a reflujo. Después de
dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el solido se recogié por filtracion y se lavd con 2-propanol (1,2 ml),
seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de Forma Il (rendimiento:
108 mg, porcentaje de rendimiento: 38,8 %, pureza 96,83 %).

Ejemplo 6: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W0O2012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afadid a acetato de etilo (4,0 ml) y se agitdé durante 3 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogid por filtracion y se lavo con acetato
de etilo (1,2 ml), seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de Forma I
(rendimiento: 156 mg, porcentaje de rendimiento: 56,0 %, pureza 96,45 %).

Ejemplo 7: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afiadié a acetato de butilo (4,0 ml) y se agitdé durante 3 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogid por filtracion y se lavo con acetato
de butilo (1,2 ml), seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de Forma
Il (rendimiento: 164 mg, porcentaje de rendimiento: 58,8 %, pureza 96,04 %).

Ejemplo 8: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afadio a ciclopentil metil éter (4,0 ml) y se agité durante 3 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogié por filtracion y se lavé con ciclopentil
metil éter (1,2 ml), seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de
Forma Il (rendimiento: 192 mg, porcentaje de rendimiento: 68,8 %, pureza 95,68 %).

Ejemplo 9: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afiadio a acetato de propilo (4,0 ml) y se agité durante 3 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogid por filtracion y se lavo con acetato
de propilo (1,2 ml), seguido de secado a presion reducida a 70-80 °C durante 3 horas para obtener el cristal de
Forma Il (rendimiento: 172 mg, porcentaje de rendimiento: 61,5 %, pureza 96,77 %).

Ejemplo 10: Sintesis del cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida

Un sdlido de color blanco (400 mg) de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida obtenida de acuerdo con el método de fabricacién que se describe en el
documento de Publicacion Internacional n.° W02012/093708 y el documento de Publicacion Internacional n.°
WO02011/004610 se afiadidé a acetato de metilo (2,2 ml) y se agité durante 16 horas por calentamiento a reflujo.
Después de dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente, el sélido se recogié por filtracion y se lavo con acetato
de metilo (0,94 ml), seguido de secado a presion reducida a 80 °C para obtener el cristal de Forma Il (rendimiento:
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215,5 mg, porcentaje de rendimiento: 68,6 %, pureza 98,06 %).
Ejemplo de ensayo 1: ensayo de medicion de concentracion en sangre

Se produjeron soluciones respectivas para administracion (50 mg/10 ml/kg) del cristal de Forma | y el cristal de
Forma Il. Estas soluciones se administraron por via oral a ratones (Balb/cA) criados en condiciones de alimentacion
a un volumen de 10 ml/kg de peso corporal utilizando una sonda para administracion oral. Después de la
administracion, los ratones se devolvieron a jaulas para que los ratones inspeccionaran sus condiciones. El agua y la
alimentacion estaban disponibles de forma libre para los ratones en las jaulas. Los se anestesiaron con isoflurano 1,
2, 3,4, 8 y 24 horas después de la administracion y se recogieron 60 ml de sangre de sus senos orbitales mediante
tubos de extraccion de sangre por capilaridad. La sangre recogida se enfrio en hielo y se centrifugd para separar el
plasma.

Se calcularon las AUCo.24 n con un método trapezoidal de registro lineal usando el software Phoenix WinNonlin
(v6.3.0), de Pharsight, a partir de las concentraciones del Compuesto 1 en las muestras de plasma medidas con el
método de monitorizacién multiple de reaccién usando LC-MS/MS.

Los resultados se muestran en la Figura 4 y la Tabla 1. Esta prueba demostré que AUCy.24 (area bajo la curva de
concentracion en sangre-tiempo 0-24 horas después de la administracion) del cristal de Forma Il fue
aproximadamente 3 veces mas alta que la del cristal de Forma |. Por lo tanto, el cristal de Forma Il de acuerdo con la
presente invencion es notablemente excelente en absorcion oral y Util como composicidon farmacéutica oral.

[Tabla 1]
Administracion oral
Parametro Cristal de Cristal de
Forma | Forma Il
AUCo-24h (UM-h) 59,64 171,33

Ejemplo de ensayo 2: ensayo de estabilidad en estado sélido (prueba acelerada)

La estabilidad en estado solido del cristal de Forma |l obtenido en el Ejemplo 1 después del almacenamiento de 1, 3
y 6 meses a 40 °C + 2 °C/75 % de HR + 5 % de HR se midi6 en las siguientes condiciones.

Condiciones de almacenamiento: 40 °C £ 2 °C/75 % de HR £ 5 % de HR

Puntos de medicién: 1, 3 y 6 meses.

Cantidad de almacenamiento: 6 g

Recipiente de almacenamiento: bolsas de plastico dobladas, bandas cantoneadas + tambores de plastico.
Método de preparacion de la solucion de muestra: se miden de forma precisa 100 mg del cristal de Forma Il, se
afade una solucion mixta de acetonitrilo-agua (4:1) para disolver el cristal (se somete a ultrasonidos para la
disolucion, si resulta dificil de disolver), y la solucién se diluye en un cilindro de medicién para obtener un total de
200 ml. Se miden de forma precisa 10 ml de esta solucién, y se afiade solucién de mezcla de acetonitrilo-agua
(1:1) a 20 ml exactos que se usa como solucion de muestra.

Se llevo a cabo HPLC en las siguientes condiciones.

Columna: fundacion general Chemicals Evaluation and Research Institute, Japén L-column2 ODS
Tamaiio de particula: 3 um, diametro interior: 4,6 mm, longitud: 15 cm

Longitud de onda de medicién: 220 nm

Fase movil: Fase movil A: 10 mmol/l de tampon fosfato (pH 6,9), Fase movil B: acetonitrilo
Caudal: aproximadamente 1,0 ml/min.

El gradiente de concentracion se controla por cambio de la proporcion de mezcla de las fases moéviles A y B como
sigue a continuacioén, cuando se alimenta el liquido.

[Tabla 2]

Tiempo (min) después de la inyeccion | Fase movil A (%) | Fase movil B (%)

0a25 80 20
25a45 80 — 65 20 — 35
45 a 55 65 35
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(continuacion)

Tiempo (min) después de la inyeccion | Fase movil A (%) | Fase movil B (%)
55a70 65 — 10 35— 90
70 a 80 10 90
80 a 80,1 10 — 80 90 — 20
80,1a95 80 20

Las cantidades de sustancias relacionadas en las soluciones de muestra se midieron y se evaluaron por HPLC,

cuyos resultados se muestran en la Tabla 3.

Las sustancias relacionadas se definen como las sustancias detectadas que son distintas a 3-etil-4-{3-isopropil-

4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida.

[Tabla 3]

1 mes

3 meses

6 meses

Sustancias relacionadas en el cristal de Forma Il

Menos de un

0,1 %

Menos de un 0,1 %

Menos de un 0,1 %

Como resulta evidente a partir de este resultado, el cristal de Forma Il del Compuesto 1 produce una baja cantidad

de sustancias relacionadas y muestra una excelente estabilidad en estado sélido.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un cristal de Forma Il de 3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)- 1H-pirazolo[3,4-b]
piridin-1-il}benzamida que muestra un espectro de difraccion de rayos X de polvo que tiene al menos picos de
difraccion caracteristicos a angulos (26 + 0,2°) de 7,7°, 8,0°, 11,1°, 12,5°, 12,9°, 15,2°, 15,8°, 17,2°, 19,0°, 22,5°,
26,1°,y 27 4°.

2. El cristal de Forma Il de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el pico endotérmico determinado mediante
calorimetria diferencial de barrido es 270 °C + 5 °C.

3. Una composicion farmacéutica que comprende el cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 2.

4. Una composicion farmacéutica para administracion oral que comprende el cristal de Forma |l de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.

5. Un agente antitumoral que comprende el cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
102.

6. Uso del cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, para la producciéon de una
composicion farmacéutica.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la composicién farmacéutica es una composicion farmacéutica
para administracion oral.

8. Uso del cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, para la produccién de un
agente antitumoral.

9. El cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, para su uso como un
medicamento.

10. El cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, para su uso en el tratamiento
de un tumor.

11. Un método de fabricaciéon del cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2,
que comprende las etapas de:

(1) suspender la
3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida en un
disolvente organico con calentamiento para obtener una suspension, y

(2) obtener
3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol- 1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida en
estado solido a partir de la suspension obtenida en el apartado (1) anterior.

12. El método de fabricacién del cristal de Forma Il de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el disolvente
organico es 2-propanol, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de butilo, ciclopentil metil éter,
metil etil cetona, metil isobutil cetona, acetona, acetonitrilo o un disolvente mixto de los mismos.

13. Un método de fabricaciéon del cristal de Forma Il de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2,
que comprende las etapas de:

(1) suspender la
3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida en un
disolvente organico seleccionado entre el grupo que consiste en 2-propanol, acetato de metilo, acetato de etilo,
acetato de propilo, acetato de butilo, ciclopentil metil éter, metil etil cetona, metil isobutil cetona, acetona,
acetonitrilo y un disolvente mixto de los mismos para obtener una suspension, y

(2) obtener
3-etil-4-{3-isopropil-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-imidazol-1-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il}benzamida en
estado solido a partir de la suspensién obtenida en el apartado (1) anterior.

11
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