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DESCRIPCION
Sales de adicion de base de nitroxolina y usos de las mismas
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevas sales de adiciéon de base de nitroxolina, las cuales tienen una solubilidad y
estabilidad mejoradas, en soluciones acuosas, en comparacién con la nitroxolina u otras sales de nitroxolina. La
presente invencion, se refiere, asi mismo, a un procedimiento para preparar las sales de adicion de base de
nitroxolina y a composiciones farmacéuticas las cuales comprenden las sales de adicion de base de nitroxolina. La
invencion se refiere, asi mismos, a las composiciones anteriormente mencionadas, para su uso en el tratamiento o la
prevencion de enfermedades, de trastornos y de afecciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La nitroxolina es un agente antimicrobiano el cual se ha venido comercializando en el mercado, desde hace mucho
tiempo, para el tratamiento de infecciones del tracto urinario. Se ha descubierto, recientemente, el hecho de que, la
nitroxolina es también activa, asi mismo, en la inhibicién de la angiogénesis [1] y en la inhibicién del crecimiento y de
la invasion del cancer [2, 3].

El documento de patente estadounidense US 2011 / 0 301 163 A1 se refiere al uso de compuestos de quinolina
como inhibidores de la angiogénesis, a la metionina aminopeptidasa humana y al SIRT1, y a procedimientos para
tratar desoérdenes o trastornos. La nitroxolina, se descubrid, como un éxito comun de tres examenes independientes
de farmacos antiangiogénicos y anticancerigenos. De una forma especifica, se descubrio el hecho de que la
nitroxolina inhibe la actividad de la MetAP-2, la actividad de la SirT1 y la proliferaciéon de células endoteliales y de las
del cancer de mama. De una forma adicional, se encontré el hecho de que la nitroxolina induce la senescencia
prematura en las células endoteliales y que ésta inhibe la angiogénesis, in vitro e in vivo. En concordancia con el
documento de patente estadounidense US 2011 / 0 301 163 A1, las sales de quinolina la cuales se describen en
ésta, de una forma general, pueden proporcionarse en forma de sales farmacéuticamente aceptables. Sin embargo,
el documento de patente estadounidense US 2011 /0 301 163 A1 en cuestion, no proporciona ninguna ensefianza
especifica sobre ningunas de las sales de nitroxolina en particular.

La nitroxolina se administra por via oral a los pacientes. Estudios farmacocinéticos efectuados en humanos,
indicaron que la nitroxolina se puede absorber rapidamente en la sangre para su circulacion [4]. La nitroxolina tiene
una vida media muy corta (t12 ) en humanos, con la ti2 = 2,63 horas. Asi, por lo tanto, la nitroxolina, se metaboliza y
excreta rapidamente, principalmente a través de la orina. Por lo tanto, para mantener una exposiciéon continua a los
farmacos, los productos consistentes en los farmacos a base de nitroxolina, se recetan, generalmente, tres veces al
dia (TID) o cuatro veces al dia (QID).

La nitroxolina también presenta una baja solubilidad en agua. Asi, por lo tanto, de una forma tipica, ésta se prepara
en formulaciones de liberacién inmediata, lo cual permite la liberacion de la nitroxolina en liquidos gastricos, en el
estdmago, y la subsiguiente absorcion en el intestino. Si bien se ha reportado, por parte de Yatsenko et al. [5], la
estructura cristalina de una sal de adicion de clorhidrato (HCI) de nitroxolina, no se han dado a conocer datos de
solubilidad de ningunas sales de nitroxolina, incluida la sal de HCI de nitroxolina. Debido a la baja solubilidad en
agua de la nitroxolina, hasta el momento actual, no se han reportado ni desarrollado formulaciones de nitroxolina de
liberacion controlada, ni tampoco formulaciones de nitroxolina inyectables, para el uso humano.

Nuevas sales de nitroxolina provistas de una solubilidad en agua mejorada, proporcionarian el desarrollo de
formulaciones optimizadas de farmacos de nitroxolina, lo cual permitiria el que se pudiera administrar, a los
pacientes, tales tipos de formulaciones de farmacos de nitroxolina con una menor frecuencia, mejorando asi, de este
modo, el cumplimiento de la administracion del farmaco. El cumplimiento de la dosificacion del farmaco, es
fundamental, para garantizar la exposicién y la biodisponibilidad adecuadas del farmaco en los pacientes y asi, por
lo tanto, su eficacia en el tratamiento de enfermedades. Un nivel del farmaco mas estable en el torrente sanguineo,
proporcionado mediante una formulacion optimizada también puede reducir, asi mismo, los efectos adversos. Una
solubilidad mejorada en agua, permitiria de una forma adicional, la preparacién de sales de nitroxolina, en
composiciones liquidas.

Nuevas sales de nitroxolina con una estabilidad mejorada, también proporcionarian el desarrollo de formulaciones
de farmacos optimizadas y mejorarian el proceso de fabricacion. La nitroxolina sublima a altas temperaturas [6], lo
cual provoca diversos problemas en el proceso de fabricacion. Asi, por ejemplo, la nitroxolina sublimada, provoca
una contaminacioén, durante el proceso de secado, al acumularse en las superficies del lugar de fabricacion y del
equipo. Por lo tanto, cuando por ejemplo, la nitroxolina se fabrica en tabletas, ésta puede penetrar las peliculas de
recubrimiento y asi, de este modo, contaminar los recipientes.

Correspondientemente en concordancia, existe una necesidad, en el arte especializado de la técnica, en cuento al
2
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hecho de poder disponer de nuevas sales de nitroxolina, las cuales tengan una solubilidad en agua mejorada y una
estabilidad mejorada en comparacion con la nitroxolina.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion satisface estas necesidades proporcionando nuevas sales de adicién de base de nitroxolina,
tal como se define en las reivindicaciones anexas. Las sales de adicion de base de nitroxolina en concordancia con
la invencion tienen una solubilidad mejorada en agua y en otros medios acuosos, y también, una estabilidad
mejorada en comparacion con la nitroxolina, y asi, por lo tanto, éstas pueden formularse en forma de composiciones
farmacéuticas mejoradas.

En un aspecto general, la presente invencion proporciona sales de adicion de base de nitroxolina, tal como éstas se
definen en las reivindicaciones. Las sales de adicién de base son la sal de amina de nitroxolina colina y las sales de
amina de nitroxolina, tal como éstas se definen en las reivindicaciones.

En otro aspecto general, la presente invencién, proporciona un procedimiento para preparar una sal de nitroxolina de
adicion de base como se define por las reivindicaciones, el procedimiento comprende mezclar nitroxolina y una base
en un disolvente para obtener la sal de adicion de base de nitroxolina y recuperar la adicion de base sal de
nitroxolina del solvente.

En todavia otro aspecto general, la presente invencién, proporciona un cristal de sal de colina de nitroxolina, en el
cual, el cristal presenta picos en los angulos de difraccién (26) con una exactitud de +0,20: 9,96, 12,12, 17,72 y
20,08 en su modelo patrén de difracciéon de rayos X, de la materia en polvo.

Y en todavia otro aspecto general, la presente invencion, se refiere a composiciones farmacéuticas las cuales
comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de adicion de base de nitroxolina, tal ésta se definen
mediante las reivindicaciones y un portador o soporte farmacéuticamente aceptable.

Otros aspectos de la presente invencion, se refieren a las composiciones farmacéuticas anteriormente mencionadas,
arriba, para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad, trastorno o afeccién, en un sujeto que lo
necesite, el cual comprende la administracion, al sujeto en cuestion, de una composicién la cual comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de adicion de base de nitroxolina, en concordancia con la
invencioén. Las enfermedades, trastornos y afecciones a tratar o a prevenir se seleccionan de entre el grupo que
consiste en una infeccion del tracto urinario, una enfermedad asociada con la angiogénesis, tumores y canceres.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencion, resultaran evidentes a partir de la descripcion la cual se
facilita a continuacion y que incluye la descripcion detallada de la invencion y sus formas de presentacion preferidas,
y las reivindicaciones anexas.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LAS DIVERSAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

El resumen anteriormente facilitado, arriba, asi como la descripcion detallada de la invencion, la cual se facilita a
continuacion, se entenderan mejor cuando éstas se lean conjuntamente con los dibujos anexos. Con el propésito de
ilustrar la invencion, se muestran, en los dibujos, formas de presentacion la cuales corresponden a las actualmente
preferidas. Sin embargo, no obstante, se entendera el hecho de que, la invencion, no se limita a las disposiciones e
instrumentos precisos mostrados. En los dibujos:

La Figura 1, proporciona el espectro de 'H-NMR de la sal de colina de nitroxolina;

La Figura 2, proporciona el espectro de masas de la sal de colina de nitroxolina;

La Figura 3, proporciona la calorimetria diferencial de barrido (DSC — de sus siglas, en idioma inglés,
correspondientes a Differential Scanning Calorimetry) de la sal de colina de nitroxolina;

La Figura 4 proporciona la difraccion de rayos X de la materia en polvo (pXRD — de sus siglas, en idioma inglés,
correspondientes a powder X-Ray-Diffraction) de la sal de colina de nitroxolina;

La Figura 5, proporciona el espectro de '"H-NMR (resonancia magnética nuclear del proton — [de sus siglas, en
idioma inglés, correspondientes a Proton nuclear magnetic resonance] -), de la sal de colina de nitroxolina
recristalizada;

La Figura 6, proporciona el espectro de masa de sal de colina de nitroxolina recristalizada;

La Figura 7, proporciona la DSC de sal de colina de nitroxolina recristalizada; y

La Figura 8, proporciona el pXRD de la sal de colina de nitroxolina recristalizada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En los antecedentes y a través de la totalidad de la presente especificacion, se citan o describen diversas
publicaciones, articulos y patentes. La discusion de los documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o
similares que se han incluido en la presente especificacion, tienen el propdsito de proporcionar un contexto para la
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presente invencion. Tal discusion, no es una aceptacion de que alguna o la totalidad de estas cuestiones, formen
parte de la técnica anterior, con respecto a cualquier invencion revelada o reivindicada.

A menos de que se defina de otro modo, la totalidad de los términos técnicos y cientificos utilizados en este
documento tienen el mismo significado que el que se entiende cominmente por parte de una persona experta en el
arte especializado de la técnica a la cual pertenece la presente invencion. De una forma distinta, determinados
términos utilizados en este documento tienen los significados establecidos en la especificacion. Debera tomarse
debida nota, en cuanto al hecho de que, tal como éstas se utilizan en este documento y en las reivindicaciones

adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el" o “la”, incluyen a la referencia en plural a menos de que, el contexto
indique claramente lo contrario.

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion son sales de adicion de base de nitroxolina, tal
como éstas se define en las reivindicaciones.

A menos de que se indique de otro modo, el término "nitroxolina" se refiere a un compuesto el cual tiene la siguiente
estructura quimica:

NO;

AN
/

N
OH .

Una "sal de adicion de base de nitroxolina", se refiere a un compuesto el cual tiene la siguiente estructura quimica:

NO,

en donde X*, representa un catién tal como éste se define mediante las reivindicaciones, o bien, el cation de amonio
cuaternario de colina.

Tal como se usa en el presente documento, el término "composicion farmacéutica", pretende abarcar a un producto
0 una composicion, la cual comprende un ingrediente farmacéutico activo en una cantidad terapéuticamente efectiva
y un portador o soporte farmacéuticamente aceptable.

Tal como se usa en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente efectiva”, cuando éste se refiere a
una cantidad de un ingrediente farmacéutico activo, significa la cantidad del ingrediente farmacéutico activo que
provoca la respuesta bioldgica o medicinal en un sistema de tejido, animal o humano, la cual se esta buscando por
parte de un investigador, de un veterinario, de un médico u otro especialista clinico, respuesta ésta la cual incluye el
alivio de los sintomas de la enfermedad, trastorno o afeccién la cual se esta tratando. En determinadas formas de
presentacion, una "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad que tiene un efecto profilactico, es
decir, la cual previene o retarda la aparicion de una enfermedad, trastorno o afeccion.

Se conocen procedimientos, en el arte especializado de la técnica, para determinar la cantidad terapéuticamente
efectiva de un ingrediente farmacéuticamente activo en concordancia con las formas de presentacion de la presente
invencion. De una forma adicional y como también entenderan las personas expertas en el arte especializado de la
técnica, los niveles de dosis especificos para cualquier sujeto en particular, pueden variar, en dependencia de una
variedad de factores, los cuales incluyen a la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de
administracion, la ruta de administracion, la tasa de excrecion, cualquier agente terapéutico adicional administrado
en combinacion con el mismo y la gravedad de la enfermedad, trastorno o afeccién a tratar.

En un aspecto general, la presente invencion, se refiere a una sal de adicion de base de nitroxolina, tal como ésta se
define por las reivindicaciones. Una sal de adicion de base de nitroxolina se prepara combinando nitroxolina y una
base.
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En concordancia con una forma de presentacion de la presente invencion, la base, es hidroxido de colina.
En una forma adicional de presentacion de la presente invencion, la base, es una base de alquilamina, seleccionada
entre la dietilamina, el 2-dietilaminoetanol, la N, N-dietiletanolamina y la diolamina.

En concordancia con formas adicionales de presentacion de la presente invencion, una base de amina la cual se
puede usar para formar sales de adicion de base de nitroxolina es una amina heterociclica, seleccionada de entre el
grupo que consiste en la piperazina y la 1- (2-hidroxiletil)pirrolidina.

En concordancia con otras formas de presentacion de la presente invencion, la base, también puede ser, asi mismo,
un aminoacido basico, seleccionado de entre el grupo de aminoacidos basicos que consiste en la arginina y la
lisina. En una forma preferida de presentacién, el aminoacido basico, es la lisina.

En concordancia con otra forma de presentacion de la presente invencion, la base, es la N-metilglucamina.

En una forma de presentacion particularmente preferida de la presente invencién, una sal de nitroxolina amina, es la
sal de nitroxolina-dietilamina, la sal de nitroxolina piperazina, la sal de nitroxolina L-arginina, la sal de nitroxolina 1-
(2-hidroxietil)pirrolidina, la sal de nitroxolina 2-dietilaminoetanol, la sal de nitroxolina N, N-dimetiletanolamina, la sal
de nitroxolina-lisina, la sal de nitroxolina N-metilglucamina o la sal de nitroxolina-diolamina.

En concordancia con otra forma preferida de presentaciéon de la presente invencién, una sal de adicion de base de
nitroxolina, tiene una estructura quimica seleccionada de entre:

NG, NO;
l e N » ‘,\g,/‘g.;
Y
S P AR AAE
N RO Y i
oS Jios @
0.
- H MO, —
/"JL:‘.‘\. o /'q ~ Jﬁ - — ‘yt‘ }_‘ )
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En otro aspecto general, la presente invencion, proporciona una sal de adicién de base de nitroxolina, tal como se
define en las reivindicaciones, en donde, la sal, se obtiene mezclando nitroxolina y una base.

En concordancia con las formas de presentacion de la presente invencion, una sal de adicién de base de nitroxolina,
tiene una solubilidad mejorada y una estabilidad mejorada en condiciones fisiolégicas, tal como, por ejemplo, a un
pH que varia dentro de unos margenes que van de aprox. 4,5 a aprox. 8, en comparacion con la nitroxolina. Los
términos "solubilidad" y "soluble" se usan indistintamente y éstos se refieren a la solubilidad de un compuesto de la
invencion en condiciones fisioldgicas en un medio acuoso que tenga un valor un pH comprendido dentro de unos
margenes situados entre 4,5 y 8. Tal como se usa en el presente documento, "medio acuoso", se refiere a agua y a
mezclas de agua y otros componentes, siempre que la mezcla comprenda por lo menos un porcentaje del 50 %, en
peso, de una forma preferible, por lo menos un porcentaje del 70 %, en peso, y de la forma mayormente preferible,
por lo menos un porcentaje del 90 %, en peso, de agua. En una forma de presentacion, el término "estabilidad",
cuando éste se usa con referencia a una sal de adicion de base de nitroxolina, se refiere a una propension reducida
a sublimar. Las sales de adicion de base de nitroxolina en concordancia con la invencion, también tienen una
excrecion incrementada del farmaco, en la orina de un sujeto.

Cualquier procedimiento conocido en el arte especializado de la técnica, en vistas de la presente descripcion, puede
usarse para determinar la solubilidad de las sales de adicion de base de nitroxolina en concordancia con la
invencién. Asi, por ejemplo, la solubilidad, se puede determinar mediante el procedimiento de solubilidad en
equilibrio, el cual implica la adicién de una masa conocida de un compuesto, a un volumen conocido de un medio
acuoso, a un pH definido. La solucién resultante, se agita (por ejemplo, mediante batido) hasta que se obtiene un
estado de equilibrio. La solubilidad, se puede determinar cualitativamente o cuantitativamente, utilizando
procedimientos analiticos conocidos (por ejemplo, mediante espectrofotometria). Otros procedimientos para
determinar la solubilidad de un compuesto quimico, se describen en Physiochemical Properties of Prostaglandin
F2( (Tromethamine Salt): Solubility Behavior, Surface Properties, and lonization Constants: Journal of
Pharmaceutical Sciences, - Propiedades fisicoquimicas de la prostaglandina F2a (sal de trometamina):
comportamiento de solubilidad, propiedades de superficie y constantes de ionizacién: Journal of Pharmaceutical
Sciences, 1973, 62: paginas 1680 - 5; 'General treatment of pH solubility profiles of weak acids and bases. Il.
Evaluation of thermodynamic parameters from the temperature dependence of solubility profiles applied to a
zwitterionic compound: International Journal of Pharmaceutics,- ' Tratamiento general de perfiles de solubilidad de
pH de acidos y bases débiles. Il Evaluacion de parametros termodinamicos a partir de la dependencia de la
temperatura de los perfiles de solubilidad aplicados a un compuesto de ion hibrido: International Journal of
Pharmaceutics, 1985, 25: paginas 135 - 145; y Patente estadounidense N ° 7 723 119 .

En concordancia con las formas de presentacién de la presente invencién, una sal de adicién de base de nitroxolina,
la cual tenga una solubilidad mejorada, tiene una solubilidad de por lo menos 0,1 mg / ml, de una forma mas
preferible, de 0,1 - 1,0 mg / ml, de una forma mas preferible, de 1 - 10 mg / ml, de una forma mas preferible, de 30 -
100 mg / ml, de una forma mas preferible > 100 mg / ml, e incluso de una forma mas preferible > 1000 mg / ml en un
medio acuoso el cual tenga un valor pH comprendido entre 4,5 y 8, tal como el correspondiente a un valor pH de 4,5,
de 5,0, de 5,5, de 6,0, de 6,5, de 7,0, de 7,5 o de 8,0. En concordancia con una forma de presentacion preferida, una
sal de adicion de base de nitroxolina que tiene una solubilidad mejorada tiene una solubilidad de por menos 0,1 mg /
ml, de una forma mas preferible, de 0,1 - 1,0 mg / ml, de una forma mas preferible de 1 - 10 mg / ml, de una forma
mas preferible de 30 - 100 mg / ml, de una forma incluso mas preferible > 100 mg / ml, e incluso de una forma mas
preferible> 1000 mg / ml, en agua.

En otro aspecto general, la presente invencion, proporciona procedimientos para preparar una sal de adicion de
6
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base de nitroxolina, tal como se define en las rei. Segun las formas de presentacion de la presente invencion, un
procedimiento para preparar una sal de adiciéon de base de nitroxolina, comprende el proceder a mezclar nitroxolina
y una base, en un disolvente, para obtener la sal de adicion de base, y recuperar la sal de adicion de base de
nitroxolina, del disolvente.

Las siguientes bases, se pueden usar en el procedimiento de preparacion de una sal de adicion de base de
nitroxolina, en concordancia con la invencion: hidroxido de colina, dietilamina, piperazina, L-arginina, 1-(2-hidroxietil)-
pirrolidina, 2-(dietilamino)etanol, N, N-dimetiletanolamina, lisina, N-metilglucamina y diolamina.

En concordancia con las formas de presentacion de la presente invencion, se procede a mezclar la nitroxolina y una
base, en un disolvente. El disolvente es, de una forma preferible, un disolvente organico o una mezcla de disolventes
organicos. Los ejemplos de disolventes organicos adecuados para usarse en un procedimiento de la presente
invencioén incluyen, pero no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los alcoholes, tales como el metanol, el
etanol y el isopropanol; las cetonas, tales como la acetona y la metilisobutilcetona; los disolventes halogenados,
tales como el diclorometano; los nitrilos, tales como el isobutironitrilo y el acetonitrilo; los disolventes aromaticos,
tales como el tolueno vy la piridina; el tetrahidrofurano y sus mezclas. En concordancia con una forma preferida de
presentacion de la presente invencion, un disolvente comprende, uno o mas disolventes seleccionados de entre el
grupo que consiste en el tetrahidrofurano, el acetonitrilo, el metanol y el etanol.

En concordancia con las formas de presentaciéon de la presente invencién, se usan de aprox. 1,0 a aprox. 2,0
equivalentes molares de base, con respecto a la nitroxolina, en un procedimiento para preparar una sal de
nitroxolina por adicién de base. Se pueden usar, por ejemplo, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 18, 1,9 6 2,0
equivalentes molares de base con relacion a la nitroxolina.

La nitroxolina y la base, se pueden mezclar en un disolvente, usando cualquier procedimiento el cual sea conocido
en el arte especializado de la técnica, en vistas de la presente descripcion. La nitroxolina y la base, se pueden afadir
al disolvente o la mezcla de solventes en cualquier orden. Asi, por ejemplo, la nitroxolina, se puede afiadir al
disolvente, en primer lugar, seguido por la adicién de la base, o bien, la base se puede afadir al disolvente, en
primer lugar, seguido por la adicion de la nitroxolina, o bien, la base y la nitroxolina, se pueden afadir
simultdneamente al disolvente. La mezcla de nitroxolina, la base y el disolvente, se pueden agitar de una forma
continua, durante el transcurso de la reaccion, tal como, por ejemplo, usando una varilla de agitacion, o bien, la
mezcla, se puede calentar a reflujo.

Se procede a hacer reaccionar la nitroxolina y la base, hasta que se complete la reaccién, tal como durante unas
pocas horas o durante el transcurso de toda la noche. El progreso de la reaccion, puede controlarse mediante
cualquier procedimiento el cual sea conocido en el arte especializado de la técnica, en vistas a la presente
descripcién, tal como mediante cromatografia en capa fina (TLC — [de sus siglas, en idioma inglés, correspondientes
thin layer chromatography] -). Las reacciones, se llevan a cabo, de una forma tipica, a la temperatura ambiente o la
temperatura del recinto, es decir, a una temperatura de 18 - 25 °, en una atmdsfera de nitrégeno. Sin embargo, no
obstante, la temperatura puede variar en dependencia, por ejemplo, de la base utilizada en particular y de la
cantidad de nitroxolina y de base, y se encuentra al alcance de la persona experta en el arte especializado de
técnica, el determinar el tiempo de reaccién apropiado y controlar cuando la reaccion se completado.

En concordancia con las formas de presentacién de la presente invencion, una sal de adicién de base de nitroxolina
puede recuperarse, del disolvente, mediante cualquier procedimiento el cual sea conocido en el arte especializado
de la técnica, en vistas a la presente descripcion. Asi, por ejemplo, la sal de adicién de base, puede recuperarse
eliminando el (los) disolvente(s) al vacio, mediante procedimiento de filtrado o por cristalizacion. En concordancia
con una forma preferida de presentacion, la sal de adicion de base de nitroxolina se recupera por cristalizacion del
disolvente, a una temperatura apropiada.

Las sales de adicidon de base, pueden analizarse mediante cualquier procedimiento analitico el cual sea conocido en
el arte especializado de la técnica, en vistas a la presente revelacion, los cuales incluyen, si bien no de una forma
limitativa en cuanto a éstos, a la determinacion del punto de fusion, la '"H-NMR, la espectrometria de masas (MS) y
la espectrometria de masas por cromatografia liquida (LCMS), y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La presente invencion también proporciona, asi mismo, una sal de colina de nitroxolina, la cual tiene una nueva
forma de cristal. En concordancia con las formas de presentacion de la presente invencion, el cristal, presenta picos
en los angulos de difraccion (26), con una exactitud de + 0,26: 9,96, 12,12, 17,72 y 20,08 en su modelo patréon de
difracciéon de rayos X de la materia en polvo. Véanse las Figuras 4 y 8. Otros picos caracteristicos de una sal de
colina de nitroxolina de la invencién, en los angulos de difraccion (26), con una exactitud de + 0,26 incluyen: 7,64,
13,06, 16,6, 18,5, 22,24, 23,06, 23,62, 25,52 y 27,06

En todavia otro aspecto general, la presente invencion, se refiere a una composicion farmacéutica, la cual
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de adiciéon de base de nitroxolina en concordancia
con la invenciéon y uno o mas portadores o soportes farmacéuticamente aceptables, y a procedimientos para
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preparar la composicién farmacéutica. Una composicion farmacéutica, puede comprender cualquier sal de adicion
de base de nitroxolina en concordancia con la invencion y descrita aqui.

Una composicion farmacéutica en concordancia con la invencion, puede formularse para cualquier forma de
administracion, la cual incluye a las formas inyectable (intravenosa), via la mucosa, oral (preparaciones sdlidas y
liquidas), por inhalacién, ocular, rectal, tépica o parenteral (infusidn, inyeccion, implantacion, subcutanea,
administracion intravenosa, intraarterial, intramuscular). Los ejemplos de preparaciones soélidas para la
administracion oral incluyen, pero no de una forma limitativa en cuanto a éstas, a las materias en polvo, las
capsulas, los comprimidos o pastillas, las capsulas blandas de gel y a las tabletas; los ejemplos de preparaciones
liquidas para la administracion oral o via la mucosa incluyen, pero no de una forma limitativa en cuanto éstas, a las
suspensiones, las emulsiones, los elixires y las soluciones; y los ejemplos de las formulaciones tépicas incluyen,
pero no de una forma limitativa en cuanto a éstas, a las emulsiones, los geles, las pomadas, las cremas, los
parches, las pastas, las espumas, las lociones, las gotas o los sueros. Los ejemplos de preparaciones para la
administracion parenteral, incluyen, si bien no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a las soluciones
inyectables, los productos secos que se pueden disolver o suspender en un portador o soporte farmacéuticamente
aceptable para inyeccion, las suspensiones inyectables y las emulsiones inyectables. Los ejemplos de otras
composiciones adecuadas, incluyen a la gotas para los ojos y otras preparaciones oftalmicas; los aerosoles, tales
como los aerosoles nasales o inhaladores; las formas de dosificacion liquidas adecuadas para administracion
parenteral; los supositorios; y las pastillas.

En una forma preferida de presentacion, una composicion farmacéutica, se formula, para su administracion mediante
inyeccion.

Las composiciones farmacéuticas en concordancia con la invencion, comprenden, de una forma adicional, un
portador o soporte farmacéuticamente aceptable, tal como los ampliamente empleados en el arte especializado de la
técnica correspondiente a la fabricacion de farmacos. Los portadores o soportes farmacéuticamente aceptables, no
son toxicos y éstos pueden incluir uno o mas agentes aglomerantes o aglutinantes, tales como la
hidroxipropilmetilcelulosa; agentes solubilizantes, tales como la povidona y el cloruro de cetilpiridinio; agentes
acidificantes, tales como el acido alginico; agentes formadores de poros, tales como la sacarosa; lubricantes, tales
como el fumarato de estearilo; deslizantes, tales como el diéxido de silicio coloidal; aglutinantes o aglomerados,
agentes de suspension, agentes emulsionantes, diluyentes, cargas (de relleno), agentes de granulacion, adhesivos,
desintegrantes, antiadherentes, deslizantes, agentes humectantes, agentes gelificantes, tampones, agentes
quelantes, conservantes, colorantes, saborizantes y edulcorantes y similares. Los portadores farmacéuticamente
aceptables, pueden tener una amplia variedad de formas, dependiendo de la forma de preparaciéon deseada para la
administracion, y la cantidad y el tipo variaran, segun la necesidad. Una persona habitualmente experta en el arte
especializado de la técnica, podria determinar facilmente los portadores o soportes apropiados ser afiadidos, a una
composicion farmacéutica de la invencion, en vistas de la presente descripcion.

En determinadas formas de presentacion, una composicion farmacéutica en concordancia con la invencion, es una
composicion de liberacion sostenida. Tal como éste se usa en el presente documento, el término "liberacion
sostenida" significa el hecho de que, un ingrediente farmacéutico activo, se libera, de una composicién farmacéutica,
a una velocidad controlada, de tal forma que, los niveles terapéuticamente beneficiosos del ingrediente activo, en la
sangre se mantengan durante un prolongado periodo de tiempo, tal como, por ejemplo, de 1 a 24 horas; de 8 a 24
horas; o de 12 a 24 horas.

En concordancia con las formas de presentacion de la presente invencion, un procedimiento para preparar una
composicion farmacéutica en concordancia con la invenciéon, comprende el proceder a combinar una cantidad
terapéuticamente efectiva de una sal de adicion de base de nitroxolina y uno o mas portadores o soportes
farmacéuticamente aceptables. Cualquier procedimiento conocido en el arte especializado de la técnica, en vistas a
la presente descripcion se puede usar para combinar la sal de adicién de base de nitroxolina, con el uno o mas
portadores o soportes farmacéuticamente aceptables. Asi, por ejemplo, una composiciéon farmacéutica en
concordancia con la invencion, puede prepararse procediendo a mezclar una cantidad terapéuticamente efectiva de
una sal de adiciéon de base de nitroxolina con uno o mas portadores o soportes farmacéuticamente aceptables, en
concordancia con las técnicas convencionales de composiciones farmacéuticas, las cuales incluyen, si bien no de
una forma limitativa en cuanto a éstas, a los procedimientos convencionales de mezclado, de disolucion, de
granulacion, de emulsionado, de encapsulacion, de atrape o de liofilizacion.

La solubilidad mejorada de una sal de nitroxolina de adicién de base en concordancia con la invencién, proporciona
formulaciones mejoradas de nitroxolina y composiciones farmacéuticas mejoradas de nitroxolina. De una forma
particular, la solubilidad mejorada de las sales de adicién de base, permite el hecho de que, estas sales de
nitroxolina se formulen como composiciones liquidas. Asi, por lo tanto, en una forma preferida de presentacion, una
composicion farmacéutica en concordancia con la invencién es una composicion liquida. En una forma de
presentacion particularmente preferida, una composicion farmacéutica, es una composicion liquida formulada para
administracion inyectable. Las formulaciones inyectables de sales de nitroxolina, permiten el hecho de que, la
nitroxolina, tenga un efecto en los pacientes, de una forma mas rapida.
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Otro aspecto general de la invencion, se refiere a una composicion farmacéutica en concordancia con una forma de
presentacion de la presente invencion, para su uso en la prevencién y / o el tratamiento de una enfermedad,
trastorno o afeccién, en un sujeto que lo necesita. En concordancia con las formas de presentacion de la presente
invencién, una composicion farmacéutica que comprende una sal de nitroxolina de adicion de base, se puede usar
en un procedimiento para tratar o prevenir cualquier enfermedad, trastorno o afeccion, en un sujeto para el que se
sabe que la nitroxolina es efectiva.

Tal como se usa aqui, "sujeto”, significa cualquier animal, de una forma preferible, un mamifero, de la forma mas
preferible, un ser humano, a quien se le administrara o se le ha administrado una composicién farmacéutica o sal de
adicion de base de nitroxolina en concordancia con las formas de presentacion de la invencion. El término
"mamifero”, tal como éste se usa en el presente documento, abarca a cualquier mamifero. Los ejemplos de
mamiferos incluyen, si bien no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a las vacas, los caballos, las ovejas, los
cerdos, los gatos, los perros, los ratones, las ratas, los conejos, cobayas, los monos, los humanos, etc., de una
forma mas preferible, un ser humano.

En una forma de presentacion, el término "tratamiento" o "tratamiento", se refiere a una mejora, profilaxis o reversion
de una enfermedad o trastorno, o “por lo menos un sintoma discernible de la misma. En otra forma de presentacion,
el término "tratamiento" o "tratar", se refiere a una mejora, profilaxis o reversion de por lo menos un parametro fisico,
susceptible de poderse medir, el cual se encuentre relacionado con la enfermedad o trastorno que se esta tratando,
no necesariamente discernible en el mamifero o por él. En otra forma de presentacion mas, "tratamiento" o "tratar"
se refiere a inhibir o enlentecer la progresién de una enfermedad o trastorno, bien ya sea fisicamente, tal como, por
ejemplo, la estabilizacion de un sistema discernible, o bien fisioldgicamente, tal como, por ejemplo, la estabilizacion
de un parametro fisico, 0 ambos. En todavia otra forma de presentacién el término "tratamiento" o "tratar", se
refiere a retardar el inicio de una enfermedad o trastorno.

En determinadas formas de presentacién, las composiciones de la presente invencion, pueden administrarse como
una medida preventiva. Tal como se usa en el presente documento, el término "prevenir" o "prevencion” se refiere a
una reduccion del riesgo de adquirir una enfermedad, trastorno o afeccion dada.

El tratamiento o la prevenciéon de una enfermedad, trastorno o afeccion, en un sujeto que lo necesita, comprende
administrar, al sujeto, una composicion farmacéutica en concordancia con la invencion. Cualquiera de las
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento, que comprende una sal de adicion de base de
nitroxolina, se puede usar en un procedimiento en concordancia con la presente invencién, y se puede usar
cualquier procedimiento adecuado para administrar la composicién farmacéutica al sujeto, en vistas de la presente
revelacion.

Una persona experta en el arte especializado de la técnica, reconocera el hecho de que, la cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto a usar en la presente invencion, puede variar, en dependencia de
factores tales como el sujeto en particular, como por ejemplo, la edad, la dieta, la salud, etc., la gravedad vy las
complicaciones y los tipos de sintomas, o de la enfermedad, trastorno o afeccién a tratar o prevenir, la formulacion
utilizada, etc. Una persona habitualmente experta en el arte especializado de la técnica podria determinar facilmente
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto para administrarla a un sujeto para provocar la respuesta
biolégica o medicinal deseada en el sujeto, en vistas de la presente revelacion.

Las siguientes enfermedades, trastornos o afecciones, pueden tratarse o prevenirse, mediante el uso de una
composicion farmacéutica en concordancia con la presente invencion: infeccion del tracto urinario y enfermedades
asociadas con la angiogénesis, tal como, por ejemplo, un tumor o cancer. En ciertas formas de presentacion, una
composicion farmacéutica de la presente invencién, puede usarse para inhibir la angiogénesis o el crecimiento y la
invasion del cancer.

Tal como éste se usa en el presente documento, "una infeccién del tracto urinario" se refiere a una infeccién de
cualquier parte del sistema urinario, incluyendo a los rifiones, los uréteres, la uretra y la vejiga. Tipicamente, una
infeccion del tracto urinario, involucra la parte inferior del sistema urinario, es decir, la vejiga y la uretra. La infeccion
del tracto urinario abarca a la cistitis (es decir, infeccion de la vejiga), la pielonefritis (es decir, la infeccion de uno o
mas rifiones) y la uretritis (es decir, la infeccion de la uretra). Una infeccién del tracto urinario puede ser
causada por especies bacterianas de los géneros Escherichia, Staphylococcus, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas y Enterobacter; por virus; o por hongos. Las infecciones del tracto urinario son comiunmente causadas
por la Escherichia coli.

El cancer, es una proliferacion no regulada de las células, debido a la pérdida de los controles normales, lo cual
tiene como resultado un crecimiento anormal, una falta de la diferenciacion, la invasién local del tejido y, a menudo,
metastasis. EI tumor, se trata de un crecimiento anormal de células o tejidos, el cual puede ser benigno o
maligno. Los tumores o canceres que se pueden tratar mediante una composicion farmacéutica de la presente
invencion incluyen, pero no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a la queratosis actinica, el cancer suprarrenal,
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el carcinoma de células basales, el cancer de vejiga, el tumor cerebral, el cancer de mama, el cancer de cuello
uterino, el cancer de colon, el cancer de esofago, el cancer de cabeza y cuello, la enfermedad de Hodgkin, el
sarcoma de Kaposi, el cancer de laringe, la leucemia, el carcinoma de pulmén, el cancer de higado, el melanoma, el
mieloma multiple, la mesotelioma, el cancer de ovario, el cancer de pancreas, el cancer de prostata, el cancer renal,
el cancer rectal, el cancer de estomago, el carcinoma de células escamosas, el cancer de tiroides, el cancer
testicular, el cancer de tiroides, el cancer uretino, etc.

Las sales de adicion de base de nitroxolina en concordancia con la invencién, exhiben un aumento inesperado en la
excrecion urinaria, en comparacién con la nitroxolina. Asi, por lo tanto, en una forma preferida de presentacion de la
presente invencion, la enfermedad, trastorno o afeccion a tratar o prevenir, se trata de una infecciéon del tracto
urinario.

La presente invencion, proporciona composiciones farmacéuticas para su uso en un procedimiento para
proporcionar un efecto protector urinario. En concordancia con las formas de presentacion de la presente invencion,
el procedimiento, comprende administrar a un sujeto el cual se encuentre en necesidad de ésta, una composicion
farmacéutica la cual comprende una sal de adicion de base de nitroxolina en concordancia con la invencién. En una
forma preferida de presentacion, un procedimiento para proporcionar un efecto protector urinario, proporciona un
efecto protector contra una infeccion del tracto urinario.

Los ejemplos que se facilitan a continuacién, en concordancia con formas de presentacion de la presente invencion,
son para ilustrar, de una forma adicional, la naturaleza de la invencion. Debera entenderse el hecho de que, los
siguientes ejemplos, no limitan la invencion y que, el alcance de la invencion, debera determinarse mediante las
reivindicaciones anexas.

EJEMPLOS

A menos de que se indique de una forma distinta, las temperaturas, se proporcionan en grados Celsius (°C); las
operaciones se llevaron a cabo a la temperatura del reciento o la temperatura ambiente, de una forma abreviado "rt"
(de sus siglas, en idioma inglés, correspondientes a room temperatura), o "RT" (de sus siglas, en idioma inglés,
correspondientes a ambient temperature) (tipicamente en un rango de aproximadamente 18 - 25 °C; la evaporacion
del disolvente, se llevé a cabo mediante la utilizacion de un evaporador rotativo a presion reducida (tipicamente, a
una presion de 4,5 - 30 mm de Hg) con una temperatura de bafio de hasta 60 °C; el curso de las reacciones se
controlé y superviso, tipicamente mediante cromatografia en capa fina (TLC); los puntos de fusién, no estan
corregidos; y los productos exhibieron unos resultados satisfactorios de "H-NMR y / o de datos microanaliticos. Las
siguientes abreviaturas convencionales también se utilizan en la totalidad, delos ejemplos: L (litros), ml (mililitros),
mmol (milimoles), M (molaridad, mol / L), g (gramos), mg (miligramos), min (minutos), h (horas), eq. (equivalentes),
dd (dobletes de dobletes), d (dobletes), s (singlete), t (tripletes), m (multiplos)).

A menos de que se especifique de otro modo, la totalidad de los solventes y reactivos se compraron a proveedores y
éstos se usaron sin ninguna purificacion adicional. Las reacciones, se realizaron bajo una capa de nitrégeno, a
menos que se indique de forma contraria. Los compuestos, se visualizaron bajo una lampara UV (254 nM). Los
espectros de "H RMN se registraron en una RMN de 300 MHz a 300 MHz.

Los ejemplos 1 - 22 describen procedimientos de preparacion de diferentes sales de nitroxolina mediante el
tratamiento de nitroxolina con reactivos de bases o acidos en diversos sistemas de disolventes. A modo de ejemplo
y de una forma no limitativa, la Tabla 1, muestra ejemplos de bases y de disolventes los cuales se pueden usar para
la preparacion de sales de nitroxolina, incluyendo a las nuevas sales de adicion de base de nitroxolina en
concordancia con las formas de presentacion de la presente invencion.

Tabla 1. Procedimientos para preparar sales de nitroxolina en concordancia con la presente invencion.

Codigos APL Acido o base afiadido a | Disolventes Estructura de la sal de
nitroxolina nitroxolina
e
1202" n/a n/a
OH N@ Cls
NO,
1071 HCI MeOH 6 agua N - ¥
>
b W g®
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(continuacion)

Codigos APL Acido o base ailadido a | Disolventes Estructura de la sal de
nitroxolina nitroxolina
NO, ’
1074 HBr THF 6 agua e *
N%
on " oer
NO,
1075 HNO3 THF @ x
NG
on N ey
NO;
1076 PhSOsH THF N o : ¥
OH ﬂO
N02
1072 NaOH EtOH ~ *
N/
0€ Na
NO;
1077 KOH THF ~ *
N/
oo «®
NO,
1073 NH4OH THF ~
N/ )
[eX<) NH,
‘N,
1078 Hidréxido de colina Isopropanol @
‘ N HO~ 2
00 NG
1079 Dietanolamina THF
1080 Etilendiamina THF *
1081 Piperazina THF
NO; - ®
1082 L-Arginina Isopropanol B )rtﬁz
N u/\/\rcoori
0© NH,
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(continuacién)
NO,
1088 1-(2-Hidroxietil)pirrolidina | THF SN ® OH
P CN—/_
N H
oo
" NO,
1089 2-(Dietilamino)etanol THF A &h OH
N/ \/N—'/—
& H
NOZ )
1 4-(2-hi ietil)morfoli THF o OH
090 (2-hidroxietil)morfolina t /QNI
L nooox
NO,
1091 N,N-dimetiletanolamina THF N N
N . HE~"oH
oo
NO, o o
1092 Lisina Isopropanol N HeN oH
% N NH;
NO2 HO *
1093 Trometamina Isopropanol X Ho o
N @ NH;,
foc)
1116 N-metilglucamina THF o2 H, OH OH
\/ A Y : OH
N OH OH
e
1117 Etanolamina THF NO,
N @
_ HZN\/\OH
N
o
1118 Dioalamina THF NO,
f;fj HO_~ 9 ~_-OH
N H H
o<
1 Entrada, se refiere a nitroxolina
* Ejemplos referenciales

Ejemplo 1: Procedimiento para preparar una sal de nitroxolina (APL-1071)

A una suspension de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de MeOH, 1,3 eq. Se le afiadio, lentamente, una solucion
acuosa de HCI al 36 %. Se obtuvo un sélido de tonalidad naranja mediante procedimiento de filtrado (rendimiento
productivo: 0,15 g, 63%). De una forma alternativa, se procedio a calentar la nitroxolina (0,5 g, 2,63 mmol) en 25 ml
de una solucion acuosa de HCI al 36 %. Se formd, con ello, una solucién transparente y, a continuacion, ésta se
enfrié. Se obtuvo un sdlido de tonalidad amarilla (rendimiento productivo: 0,33 g, 55 %) mediante procedimiento de
filtrado, pf (punto de fusién): 236 - 240 °C; y 1H-NMR (300 MHz, DMSO - d6) &: 9,20 (d, 1H), 9,03 - 9,05 (dd, 1H),
8,55 - 8,58 (d, 1H), 7,91 - 7,95 (m, 1H), 7,25 - 7,28 (d, 1H).n concordancia con la presente invencion.

Ejemplo de referencia 2: Procedimiento para preparar sal de nitroxolina HBr <APL - 1074)
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A una solucién de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,5 eq., se le afadio, lentamente, solucién acuosa
al 40 % de HBr. Se obtuvo, con ello, un sélido de tonalidad amarilla, mediante procedimiento de filtrado (rendimiento
productivo: 0,17 g, 60 %). De una forma alternativa, se procedié a calentar, a reflujo, la nitroxolina (0,5 g, 2,63 mmol)
en 25 ml de solucion acuosa de HBr al 40 %. Se formd una solucién transparente y, a continuacion, ésta se
enfri6. Se obtuvo, con ello, un sdlido de tonalidad amarilla (rendimiento productivo: 0,43 g, 60 %) mediante
procedimiento de filtrado, pf (punto de fusion) : 274 - 276 °C; y '"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,24 - 9,28 (dd, 1H),
9,05 -9 ,07 (dd, 1H), 8,56 - 8,59 (d, 1H), 7,95 - 7,99 (m, 1H) , 7,24 - 7,27 (d, 1H).

Ejemplo de referencia 3: Procedimiento para preparar sal de nitroxolina HNCH (APL - 1075)

A una solucion de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 2,0 eq. se le afiadio, lentamente, una solucién
acuosa al 60 % de HNOs. Se obtuvo un sdlido de tonalidad amarillo oscuro, mediante procedimiento de filtrado
(rendimiento productivo: 0,21 g, 79 %). pf (punto de fusion): > 290 °C; y '"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,20 -
9,23 (dd, 1H), 9,03 - 9,05 (dd, 1H), 8,55 - 8,58 (d, 1H), 7,91 - 7,96 (m, 1H) , 7,21 - 7,24 (d, 1H).

Ejemplo de referencia 4: Procedimiento para preparar sal de PhSO®H de nitroxolina (APL - 1076)

A una soluciéon de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,5 eq. se le anadié, lentamente, acido
bencenosulfénico. Se obtuvo, con ello, un sélido de tonalidad amarillo claro, mediante procedimiento de filtrado
(rendimiento productivo: 0,24 g, 65%). pf: 238-241 °C; y "H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,24 - 9,27 (dd, 1H), 9,05 -
9,06 (dd, 1H), 8,56 - 8,59 (d, 1H), 7,95 - 7,99 (m, 1H) , 7,58 - 7,63 (m, 2H), 7,32 - 7,36 (m, 3H), 7,23 - 7,26 (d, 1H).

Ejemplo de referencia 5: Procedimiento para preparar sal de sodio de nitroxolina (APL - 1072)

A una suspension de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de EtOH, 1,5 eq. se le aiadio, lentamente, hidroxido de
sodio. Se obtuvo un sdlido de tonalidad naranja, mediante procedimiento de filtrado (rendimiento productivo: 0,15 g,
67 %). pf:> 290 °C; y '"H-NMR (300 MHz, DMSO - d6) &: 9,43 - 9,46 (dd, 1H), 8,53 - 8,55 (dd, 1H), 8,39 - 8,42 (d,
1H), 7,55 - 7,59 (m, 1H) , 6,22 - 6,26 (d, 1H).

Ejemplo de referencia 6: Procedimiento para elaborar sal de potasio de nitroxolina (APL - 1077)

A una solucion de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,5 eq. se le afnadid, lentamente, hidroxido de
potasio en 1 ml de agua. Se obtuvo un sdlido de tonalidad naranja mediante procedimiento de filtrado (rendimiento
productivo: 0,20 g, 83%). pf:> 290 °C; y 'H-NMR (300 MHz, DMSO - d6) &: 9,43 - 9,46 (dd, 1H), 8,51 - 8,53 (dd, 1H),
8,33 -8,36 (d, 1H), 7,48 - 7,52 (m, 1H) 6,11 - 6,14 (d, 1H).

Ejemplo de referencia 7: Procedimiento para preparar sal de amonio de nitroxolina (APL - 1073)

A una solucion de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,4 eq. se le anadid, lentamente, hidroxido de
amoniaco. Se obtuvo un sélido de tonalidad naranja mediante procedimiento de filtrado (rendimiento productivo: 0,17
g, 78 %). pf: 188 - 192 °C; y '"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,40 - 9,43 (dd, 1H), 8,56 - 8,57 (dd, 1H), 8,37 - 8,40
(d, 1H), 7,52 - 7,57 (m, 1H) , 6,21 - 6,25 (d, 1H).

Ejemplo 8: Procedimiento para preparar sal de colina de nitroxolina (APL - 1078)

Se procedi6 a calentar una suspension de nitroxolina (25 g, 131,6 mmol) y colina (36,5 g, 150,7 mmol, en solucion
acuosa al 50 %) en alcohol isopropilico (IPA) (350 ml), a reflujo, durante un transcurso de tiempo de 1 h. Se obtuvo
una solucion clara. Después de eliminar los disolventes al vacio, se afadido IPA (110 ml). A continuacion, la
suspension se calentd a una temperatura de 60 °C para proporcionar una solucién transparente. Después de enfriar
a la temperatura ambiente, se obtuvo un sdlido de tonalidad amarilla (29 g) mediante procedimiento de filtrado
(rendimiento productivo: 75,6 %). pf: 110 - 113 °C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,45 - 9,42 (dd, J = 8,7 Hz, 1,62
Hz, 1H), 8,51 -8,50 (dd, J = 4,00 Hz, 1,55Hz, 1H), 8,35 - 8,32 (d, J = 9,93Hz, 1H), 7,50 - 7,46 (m, 1H), 6,12 - 6,09 (d,
J = 9,90Hz, 1H), 5,34 - 5,31 (t, J = 4,55 Hz, 1H), 3,84 (m, 2H), 3,41-3,38 (t, J = 5,25 Hz, 2H), 3,10 (s, 9H) (Figura
1); LC / MS (M-1): 189 (Figura 2); DSC: 1 12,50 °C (figura 3); y la difraccion de rayos X de la materia en polvo
(pXRD) 20 y los valores de intensidad pico, se muestran en la Figura 4.

Ejemplo 9: Procedimiento para preparar sal de dietilamina de nitroxolina (APL - 1079)

A una solucién de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,8 eq. se le ahadio, lentamente, dietilamina. Se
obtuvo un solido de tonalidad amarilla mediante procedimiento de filtrado (rendimiento productivo: 0,20 g, 72%). pf:
160 - 168 °C; y "H-NMR (300 MHz, DMSO - d6) &: 9,41 - 9,44 (dd, 1H), 8,57 - 8,59 (dd, 1H), 8,37 - 8,40 (d, 1H), 7,53
- 7,57 (m, 1H), 6,22 - 6,25 (d, 1H), 2,92 - 2,99 (dd, 4H), 1,13-1,1 8 (t, 6H).

Ejemplo de referencia 10: Procedimiento para preparar sal de etilendiamina de nitroxolina (APL-1080)
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A una solucion de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,9 eq. Se afiadieron lentamente etilendiamina. Se
obtuvo un solido amarillo mediante procedimiento de filtrado (rendimiento productivo: 0,20 g, 77%). pf: 204-206
°C;y "H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5: 9,40 - 9,43 (dd, 1H), 8,55 - 8,57 (dd, 1H), 8,37 - 8,40 (d, 1H), 7,52 - 7,56 (m,
1H) , 6,22 - 6,26 (d, 1H), 2,84 (s, 4H).

Ejemplo 11: Procedimiento para preparar sal de piperizina de nitroxolina (APL - 1081)

A una solucién de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) en 4 ml de THF, 1,5 eq. se le afiadid, lentamente, piperazina. Se
obtuvo un sdlido amarillo mediante procedimiento de filtrado (rendimiento productivo: 0,25 g, 86 %). Punto de fusion
(pf) : 206 - 210 °C; y "H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,41 - 9,44 (dd, 1H), 8,58 - 8,59 (d, 1H), 8,36 - 8,40 (d, 1H),
7,53-7,57 (m, 1H) , 6,23 - 6,26 (d, 1H), 2,91 (s, 8H).

Ejemplo 12: Procedimiento para preparar sal de L-Arginina de nitroxolina (APL - 1082)

Se procedié a calentar una solucion de nitroxolina (0,2 g, 1,05 mmol) y 1,0 eq. de L-Arginina en 4 ml de IPA, a
reflujo, durante el transcurso de toda la noche. Después de enfriar a temperatura ambiente, se obtuvo un sélido de
tonalidad amarilla, mediante procedimiento de filtrado (rendimiento productivo: 0,33 g, 78%). pf: 198 - 200 °C; y 'H-
NMR (300 MHz, MeOD-d4) &: 9,46 - 9,49 (dd, 1H), 8,71 - 8,72 (dd, 1H), 8,58 - 8,61 (d, 1H), 7,61-7,70 (m, 1H) , 6,67 -
6,70 (d, 1H), 3,52 - 3,56 (t, 1H), 3,22 - 3,25 (t, 2H), 1,81 - 1,89 (m, 2H), 1,67 - 1,77 (m, 2H).

Ejemplo 13: Recristalizacion de sal de colina de nitroxolina en CH3CN

Se procedid a calentar una suspension de la sal de hidroxido de colina Nitroxolina (3,5 g) en CHsCN (100 ml), a una
temperatura de 50 - 60 °C, para formar una solucién clara. Después de enfriar a la temperatura ambiente, se
obtuvieron cristales (2,5 g) mediante procedimiento de filtrado, como un sélido de una tonalidad amarillo claro
(rendimiento productivo: 71,4 %). pf: 110 - 113 °C; "H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,46 - 9,42 (dd, J = 8,70 Hz,
1,53 Hz, 1H), 8,51 - 8,50 (dd, J = 3,99 Hz, 1,41Hz, 1H), 8,35 - 8,32 (d, J = 8,33 Hz, 1H), 7,50 - 7,46 (m, 1H), 6,12 -
6,09 (d, J = 9,90 Hz, 1H), 5,33 - 5,30 (t, J = 4,68 Hz, 1H), 3,84 (m, 2H), 3,41 - 3,38 (t, J = 5,22 Hz, 2H), 3,10 (s, 9H)
(Figura 5); LC / MS (M-1): 189 (Figura 6); DSC: 1 13,31 °C (Figura 7); y la difracciéon de rayos X de la materia en
polvo (pXRD) 20 y los valores de la intensidad pico, se muestran en la Figura 8.

Ejemplo 14: Procedimiento para preparar sal de 1- (2-hidroxietil) -pirrolidina de nitroxolina (APL - 1088)

A una solucién de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en THF (20 ml), se le aiadié 1- (2-hidroxietil) -pirrolidina (1,09 g,
9,46 mmol) a la temperatura ambiente. La mezcla, se agité durante el transcurso de toda la noche, a la temperatura
ambiente, y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un sélido de tonalidad amarilla (0,8 g, 50% de
rendimiento productivo), pf: 102-104°C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,34 (d, 1H), 8,69 (d, 1H), 8,40 - 8,43 (d,
1H), 7,61 - 7,65 (m, 1H), 6,47 - 6,50 ( d, 1H), 3,59 - 3,63 (m, 2H), 2,97 - 3,03 (m, 6H), 1,77 - 1,84 (m, 4H); y LC / MS
(M-1): 189,46.

Ejemplo 14: Procedimiento para preparar sal de - (2-hidroxietil) —pirrolidina de nitroxolina 1 (APL - 1088)

A una solucién de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en THF (20 ml), se le afiadié 1- (2-hidroxietil) -pirrolidina (1,09 g,
9,46 mmol) a la temperatura ambiente. La mezcla, se agité durante el transcurso de toda la noche, a la temperatura
ambiente, y la suspensién resultante, se filtrd, para proporcionar un sélido de tonalidad amarilla (0,8 g, 50 % de
rendimiento productivo), pf: 102 - 104°C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,34 (d, 1H), 8,69 (d, 1H), 8,40-8,43 (d,
1H), 7,61 -7,65 (m, 1H), 6,47 - 6,50 ( d, 1H), 3,59 - 3,63 (m, 2H), 2,97 - 3,03 (m, 6H), 1,77 - 1,84 (m, 4H); y LC / MS
(M-1): 189,46.

Eijemplo 15: Procedimiento para preparar sal de 2-(dietilamino)etanol de nitroxolina (APL - 1089)

A una solucién de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en THF (20 ml), se le afiadié 2-(dietilamino)etanol (1,1 g, 9,46 mmol)
a la temperatura ambiente. La mezcla se agité durante el transcurso de toda la noche, a la temperatura ambiente, y
la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un sélido de tonalidad amarilla (0,7 g, 43 % de rendimiento
productivo), pf: 76 - 78 °C; "H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,32 (d, 1H), 8,70 - 8,72 (d, 1H), 8,41 - 8,44 (d, 1H),
7,62-7,66 (m, 1H), 6,50 - 6,53 (d, 1H), 3,59 - 3,62 (m, 2H), 2,87-2,95 (m, 6H), 1,07 - 1,18 (m, 6H); y LC / MS (M-1):
189,38.

Ejemplo de referencia 16: Procedimiento para preparar sal de 4-(2-hidroxietil)-morfolina de nitroxolina (APL - 1090)

A una solucién de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en THF (20 ml), se le afiadié 4- (2-hidroxietil)-morfolina (0,99 g, 7,54
mmol) a la temperatura ambiente. La mezcla, se agité, durante el transcurso de toda la noche, a la temperatura
ambiente, y después de enfriar a una temperatura de 0 °C, la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un
solido de tonalidad amarilla (0,8 g, 47% de rendimiento productivo), pf: 124-128°C; '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &:
9,18 (d, 1H), 8,95-8,96 (d, 1H), 8,51 - 8,54 (d, 1H), 7,81 - 7,86 (m, 1H), 7,04 - 7,07 (d, 1H), 3,50-3,60 (m, 6H), 2,45 -
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2,50 (m, 2H); y LC / MS (M-1): 189,44.

Ejemplo 17: Procedimiento para preparar sal de (N, N-dimetiletanolamina) de nitroxolina (APL - 1091)

A una solucién de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en THF (20 ml), se le ahadié N, N-dimetiletanolamina (0,84 g, 9,46
mmol) a la temperatura ambiente. La mezcla, se agitd, durante el transcurso de toda la noche, a la temperatura
ambiente, y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un sélido de tonalidad amarilla (0,8 g, 55 % de
rendimiento productivo), pf: 120-124 °C; '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,31 (d, 1H), 8,73 (d, 1H), 8,42 - 8,45 (d,
1H), 7,64 - 7,68 (m, 1H), 6,55 - 6,58 ( d, 1H), 3,58 - 3,62 (t, 2H), 2,79 - 2,83 (t, 2H); y LC / MS (M-1): 189,38.

Ejemplo 18: Procedimiento para preparar sal de lisina de nitroxolina (APL - 1092)

A una solucion de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en isopropanol (20 ml), se le afadid lisina (1,15 g, 7,87 mmol) a la
temperatura ambiente. La mezcla, se calentd a reflujo y, ésta, se agité durante el transcurso de toda la noche. La
solucion se enfrio a la temperatura ambiente y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un solido de
tonalidad amarilla (1,2 g, 68 % de rendimiento productivo), pf: 188 — 190 °C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,42
(d, 1H), 8,56 (d, 1H), 8,35 -8,38 (d, 1H), 7,51-7,53 (m, 1H), 6,17 a 6,20 ( d, 1H), 3,17 - 3,20 (m, 2H), 2,76 - 2,80 (t,
2H), 1,40 - 1,66 (m, 6H); y LC/ MS (M-1): 1 89,41.

Ejemplo de referencia 19: Procedimiento para preparar sal de trometamina de nitroxolina (APL - 1093)

A una solucion de nitroxolina (1,0 g, 5,26 mmol) en isopropanol (20 ml), se le afadié trometamina (0,95 g, 7,87
mmol) a la temperatura ambiente. La mezcla, se calentd a reflujo y ésta, se agitd durante una hora. La solucién se
enfrid a la temperatura ambiente, y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un soélido de tonalidad
amarilla (1,0 g, 61 % de rendimiento productivo), pf: 154 - 158 °C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &: 9,40 - 9,43 (m,
1H), 8,57 - 8,58 (m, 1H), 8,35 - 8,38 (m, 1H), 7,52 - 7,56 (m, 1H), 6,22 - 6,26 (d, 1H), 5,10 (m, 3H), 3,63 (m, 6H); y LC
/' MS (M-1): 189,40.

Ejemplo 20: Procedimiento para preparar sal de N-metilglucamina de nitroxolina (APL - 1116)

A una solucion de nitroxolina (3,0 g, 15,8 mmol) en THF (20 ml), se le afadié N-metilglucamina (5,54 g, 28,4 mmol),
a la temperatura ambiente. La mezcla, se calentd, a una temperatura de 70 °C y ésta, se agitd, durante varias
horas. La solucion, se enfri6 a temperatura ambiente, y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un
soélido de una tonalidad de color amarilla (4,5 g, 74% de rendimiento productivo), pf: 173-176 °C; "H-NMR (300 MHz,
DMSO-d6) d: 9,40 (m, 1H), 8,58 (dd, J = 1,5 Hz, J = 3,9 Hz, 1H), 8,37 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 7,54 (dd, J = 3,9 Hz, J =
9,0 Hz, 1H), 6,24 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 3,70 - 3,35 (m, 4H), 3,10 - 2,85 (m, 2H), 2,54 (s, 3H); y LC / MS (M-1): 189,47.

Ejemplo de referencia 21: Procedimiento para preparar sal de etanolamina de nitroxolina (APL - 1117)

A una solucién de nitroxolina (3,0 g, 15,8 mmol) en THF (20 ml), se le afiadi6é etanolamina (1,45 g, 23,7 mmol), a la
temperatura ambiente. La mezcla, se calentd, a una temperatura de 70 °C y ésta, se agité durante varias horas. La
solucion, se enfrié a la temperatura ambiente, y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un sélido de
una tonalidad de color amarilla (3,4 g, 76 % de rendimiento productivo), pf: 178 - 180 °C; '"H-NMR (300 MHz, DMSO-
dé) &: 9,43 (dd, J = 2,5 Hz, J = 8,9 Hz, 1H), 8,57 (dd, J = 2,5 Hz, J = 4,2 Hz, 1H), 8,39 ( d, J = 9,9 Hz, 1H), 7,55 (dd, J
=4,2 Hz, J =8,9 Hz, 1H), 6,23 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 3,60 (t, J = 5,6 Hz, 2H) , 2,19 (t, J = 5,6 Hz, 2H); y LC / MS (M-1):
189,43.

Ejemplo 22: Procedimiento para preparar sal de diolamina de nitroxolina (APL - 1118)

A una solucién de nitroxolina (3,0 g, 15,8 mmol) en THF (20 ml), se le afiadié diolamina (2,49 g, 23,7 mmol), a la
temperatura ambiente. La mezcla, se calentd, a una temperatura de 70 °C y ésta, se agité durante varias horas. La
solucién, se enfrid a la temperatura ambiente, y la suspension resultante, se filtrd, para proporcionar un solido de
una tonalidad de color amarilla (3,39 g, 62% de rendimiento productivo), pf: 142 - 144 °C; '"H-NMR (300 MHz,
DMSO-d6) &: 9,41 (dd, J = 1,5 Hz, J = 8,7 Hz, 1H), 8,61 (dd, J = 1,5 Hz, J = 3,9 Hz, 1H), 8,40 (d, J = 9,6 Hz, 1H),
7,58 (dd, J = 3,9 Hz, J = 8,7 Hz, 1H), 6,31 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 3,64 (t, J = 5,7 Hz, 2H) , 3,00 (t, J = 5,7Hz, 2H); y LC /
MS (M-1): 189,51.

Ejemplo 23: Pruebas de solubilidad de la nitroxolina y de las sales de nitroxolina.

Se procedié a determinar la solubilidad de las sales de nitroxolina y de la nitroxolina, de la forma que se describe a
continuacion. Los resultados obtenidos, se resumen en la Tabla 2.

1) Las soluciones tampon acuoso con un valor pH variable se prepararon de la siguiente forma:
i. Agua: agua destilada;
ii. tampdn con un pH = 1,2: 7,65 ml de solucién de HCl al 36,5 % se diluyeron, con agua, a 1000 ml;
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iii. tampon con un pH = 4,5: se diluyeron 18 g de acetato de sodio y 9,8 ml de acido acético, con agua, a 1000 ml;

iv. tampdn con un pH = 5,0: se afiadio hidréxido de sodio a una solucién de fosfato monosddico (NaH2 PO4) de 0,2
mol / L, hasta que el pH se ajusté a un valor de 5,0;

v. tampdn con un pH = 6,0: se afiadieron 18 g de acetato de sodio, a 20 ml de solucion de acido acético (1 M), y la
mezcla, se diluyé con agua, a 500 ml;

vi. tampon con un pH = 6,8: se afiadieron 250 ml de solucién de fosfato monopotasico 0,2 M (KH2 PO )a 1 18 ml
de solucién de hidroxido de sodio 0,2 M, y la mezcla, se diluyé con agua, a 1000 ml;

vii. tampén con un pH = 7,4: se anadieron 1,36 g de fosfato monopotasico (KH2 POs4) a 79 ml de solucion de
hidréxido de sodio 0,1 M, y la mezcla, se diluyé con agua, a 200 ml; y

viii tampén con un pH = 8,0: se afadieron 5,59 g de bifosfato de potasio (K2 HPO4) y 0,41 g de fosfato
monopotasico (KHz2 PO4)a 1000 ml de agua, y se procedio a agitar la mezcla.

2) Se procedi6 a llevar a cabo los tests de ensayo de solubilidad, de una forma general, de la siguiente forma: a
una temperatura de 25 + 2 °C, se pesaron 10 mg de cada muestra de sal y se afiadieron a una botella volumétrica
de 100 ml. Se afnadieron 0,25 ml de tampdn, a la botella, la cual se agit6é vigorosamente, durante 30 segundos, cada
5 min. La disolucion de las muestras se observaron durante 30 minutos. Si la muestra se habia disuelto por
completo, su solubilidad se marcé como "> 30 mg / ml".

Si la muestra no se habia disuelto por completo, se afiadian 0,7 ml del mismo tampén y se observaba la disolucién,
siguiendo el mismo procedimiento de agitacion. Si la muestra se habia disuelto por completo, su solubilidad se
marcaba como "10 <<30 mg / ml".

Si la muestra no se habia disuelto por completo, se afiadian 8,5 ml del mismo tampdn y se procedia a observar la
disolucion, siguiendo el mismo procedimiento de agitacion. Si la muestra no se habia disuelto por completo, su
solubilidad, se marcaba como "1 < <10 mg / ml".

Si la muestra no se habia disuelto por completo, se afiadian 85 ml del mismo tampdn y se procedia a observar la
disolucion, siguiendo el mismo procedimiento de agitacion. Si la muestra no se habia disuelto por completo, su
solubilidad, se marcaba como "0,1 < <1 mg/ ml".

Si la muestra todavia no se habia disuelto de una forma completa, entonces, su solubilidad, se marcaba como "<0,1
mg / ml".

Tests de ensayo de solubilidad de la APL - 1078 (sal de colina de nitroxolina).

Debido al hecho de que 10 mg de APL - 1078 se disolvieron completamente en 0,25 ml de agua y tampén con un pH
= 8,0, su solubilidad, se marc6 como > 30 mg / ml. En un segundo test de ensayo, se afiadieron 50 mg de APL -
1078 a una botella volumétrica de 100 ml de volumen, y se afadieron, por separado, 0,45 ml de agua o tampdn con
un pH = 8,0. La APL - 1078 se disolvio por completo, lo cual indica el hecho de que, su solubilidad, era > 100 mg /
ml, en ambos solventes. En una tercer test de ensayo, se afiadieron 50 mg de APL - 1078 a una botella de 100 ml
de volumen y se afadieron, por separado, 0,045 ml de agua o tampén con un pH = 8,0. LA APL - 1078 se disolvid
por completo, lo cual indica el hecho de que, su solubilidad, era > 1000 mg / ml, en los tres disolventes.

Tabla 2. Solubilidad de la nitroxolina (APL-1202) y las sales de nitroxolina ejemplares ensayadas a diferentes valores
pH, los cuales varian dentro de un rango que va de un valor pH 1,2 a un valor pH 8,0.

Cédigo Solubilidad (mg/ml)

APL pH 1.2 pH45 pH 5 pH 6 pH 6.8 pH 74 pH8.0 Agua
1202 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =01 =<0.1 =01 =0.1
1071* <01 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
1074* 1-10 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
1075* <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
1076" 1-10 =0.1 =0.1 =0.1 =01 =0.1 =0.1 =0.1
1072+ <01 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <01 <0.1 1-10
1077* <0.1 <0.1 <0.1 =0.1 <0.1 <0.1 1-10 1-10
1073* =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1
1078 0.1-1.0 <0.1 <0.1 =0.1 0.1-1.0 <0.1 =1000 =1000
1079 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 30-100 10-30
1080* =0.1 =01 =0.1 =0.1 =01 =<0.1 =01 =0.1
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(continuacién)

Codigo | Solubilidad (mg/ml)

APL \ pH 1.2 pH 4.5 pH 5 pH 6 pH 6.8 pH 7.4 pH8.0 Agua
1081 | <01 <0.1 <0.1 <0.1 0.1-1.0 <0.1 1-10 0.1-1.0
1082 0.1-1.0 <0.1 <0.1 <0.1 0.1-1.0 <0.1 1-10 <0.1
1088 1-10 NTT NT NT <0.1 1-10 NT 30-100
1089 1-10 NT NT NT <0.1 1-10 NT 30-100
1090* 0.1-1.0 NT NT NT <0.1 0.1-1.0 NT 1-10
1091 1-10 NT NT NT <0.1 1-10 NT 30-100
1002 1-10 NT NT NT <0.1 30-100 NT 30-100
1003* 1-10 NT NT NT <0.1 1-10 NT 1-10
1116 0.1-1.0 NT NT NT <0.1 30-100 NT 30-100
1117+ 0.1-1.0 NT NT NT <0.1 1-10 NT 1-10
1118 1-10 NT NT NT <0.1 30-100 NT 30-100

NT: No sometido a test de ensayo
*Ejemplos de referencia

Los resultados del experimento, tal como se muestra en la Tabla 2, demuestran el hecho de que, la nitroxolina
(compuesto APL - 1202) tiene una solubilidad reducida, a la totalidad de los valores pH probados (< 0,1 mg / ml), es
decir, de un valor pH de 1,2 a 8. Las sales de nitroxolina por adiciéon de acido, tales como los compuestos APL -
1071 (sal de hidrocloruro), APL - 1074 (sal de hidrobromuro), APL - 1075 (sal de acido nitrico) y APL-1076
(PhSO sSal H) también mostro baja solubilidad a todos los pH probados (<0,1 mg / ml, con la excepcion de APL -
1074 y APL - 1076, los cuales mostraban una solubilidad de 1 -10 mg / ml a un valor pH 1,2). Como contraste de
ello, las sales de adicion de base, particularmente, las obtenidas al tratar la nitroxolina con un hidréxido metalico, tal
como los compuestos APL - 1072 (sal de sodio) y APL - 1077 (sal de potasio), o una amina, tal como los APL - 1078
(sal de colina) , APL-1079 (sal de dietilamina), APL-1081 (sal de piperazina) y APL-1082 (L-arginina), mejoraban,
significativamente, la solubilidad, a un valor pH fisiolégicamente relevante, es decir, a un valor pH de 4,5 a 8.

Asi, por lo tanto, la solubilidad de las sales de nitroxolina particulares, no es necesariamente predecible, lo cual
ilustra el sorprendente descubrimiento de la presente invencion de las sales de adicion de base de nitroxolina, las
cuales tienen solubilidad mejorada en medio acuoso a un valor pH fisiolégico.

Ejemplo 24. Medicion de la excrecion urinaria, in vivo, de sales de nitroxolina y nitroxolina en perros sabuesos

Se procedié a administrar, a cada uno de los tres perros sabuesos machos con un peso corporal que oscilaba entre
10 y 13 kg, por via oral, una tableta que contenia 75 mg de nitroxolina, después de ayunar durante el transcurso de
toda la noche. Se recogieron muestras de orina en los siguientes periodos de tiempo: 0 - 2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-24h. Las
muestras de orina, se analizaron mediante el procedimiento LC / MS / MS utilizando un sistema de HPLC Agilent
1100 con un muestreador automatico CTC, un espectrometro de masas AB API4000 y una columna de ACQUITY
UPLC BEH C18 (2,1* 50 mm).

Se procedio a utilizar la dexametasona, como patron interno. El pico de nitroxolina, se controlé6 mediante unam/z =
190,9, objetivizada como diana, y un fragmento de 144,7. Se determiné el hecho de que, el rango de linealidad era
de 25 - 5000 ng / ml. Las cantidades de nitroxolina observadas en las muestras de orina, en varios periodos de
tiempo, se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Cantidad de nitroxolina observada en muestras de orina de perros sabuesos, a los cuales se les administrd
nitroxolina.

[ Tiempo de Masa (ng)
recoleccion (h) Media (ng sD
Perro #1 Perro#2 | Perro #3
0-2 5670 ' 60420 105600 57230 50041
24 0 13005 5502 9254 NA
4-6 0 817 28696 14757 NA
6-8 0 2582 5808 4195 NA
8-24 49680 5664 8282 21209 24692
Masa total (ng) 55350 82489 153888 97242 50899
Peso corp. (g) 11000 11650 11750 11467 407
Dosis (mg) 75 75 75 75
*f (%) 0.074 0.1 0.205 0.13 0.068
NA: No disponible
*f (%): Se refiere al porcentaje de masa total del farmaco excretado versus cantidad de la dosis
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Se procedié a repetir el mismo estudio, con el compuesto APL - 1092, sal de nitroxolina lisina. A cada perro, se le
administré una tableta de 133 mg de APL - 1092, que equivale a 75 mg de nitroxolina, en términos de moles de
nitroxolina. Las cantidades de nitroxolina en las muestras de orina, en varios periodos de tiempo, se resumen en la
Tabla 4.

Tabla 4. Cantidad de nitroxolina observada en muestras de orina de perros sabuesos a los cuales se les administrd
una sal de lisina de nitroxolina.

Tiempo de __Vvasa{ng) Media (ng) SO
recoleccion (h) | Perro #1 Perro #2 Perro #3 9
0-2 (] 15153 163020 89086 NA
24 ] 130150 219300 174725 NA
46 0 96900 0 96900 NA
68 (] 22165 (] 22165 NA
B8-24 825000 49575 329400 401325 392684
Masa total (ng) 825000 313943 711720 616888 268402
Peso corp. (g) 11600 12900 10500 11667 1201
Dosis (mg) 75 75 75 75
(%) . . 1.1 0.419 0.949 0.823 0.358

NA: No disponible
*f (%): Se refiere al porcentaje de masa total del farmaco excretado versus cantidad de la dosis

Ejemplo 25: Medicion de la excrecién urinaria in vivo de sales de nitroxolina y nitroxolina en ratones.

Cada uno de los seis ratones CDR-1 ICR machos, con pesos corporales que oscilaban entre los 15 y los 20 g, se
dosificaron por via oral, con nitroxolina, a una dosis de 41,8 mg / kg, después de ayunar durante el transcurso de
toda la noche. Se recogieron muestras de orina en los siguientes periodos de tiempo: 0-2, 2-6, 6-24h. Debido al
pequefio volumen de orina de los ratones, el sistema de recoleccién en la jaula, se lavé con agua, en cada momento
de la recoleccién. Las muestras de orina y sus muestras de lavado, se analizaron en concordancia con los mismos
procedimientos utilizados en el estudio de los perros sabuesos (Ejemplo 24). Las cantidades de nitroxolina
observadas en las muestras de orina de los ratones, en diversos periodos de tiempo, se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidad de nitroxolina observada en muestras de orina de ratones a los cuales se les administré
nitroxolina.

Tiempo de Masa (ng) Medi sD
i - edala (n

recoleccion (h) ' [Raten # oRatén # 10| Raton # 11 Ratén # 12 Raton # 13 Raton # 14 (ng)
0-2 109552 | 10584 1360 21035 61040 137700 56879 56275
0-2 lavado 2856 6652.8 784 4212 8250 2352 4184 2804
2-6 10404 26418 17600 11412 14715 11000 15258 6112
2-6 lavado 1283 5325 957 2904 1530 346 2057 1812
6-24 478 109 50.9 81 1500 715 310 583
6-24 lavado 249 1428 2341 1558 1102 152 1138 833
Masa total (ng) 124391 50517 23093 41201 88137 151622 79827 50555
Peso corp. (g) 0.0196 | 0.0196 0.0188 | 0.0188 0.0194 0.0186 0.019 0
Dosis (mg) 0.819 0.819 0.786 0.786 0.811 0.777 0.8 0.019
(%) 15.2 6.17 294 524 10.9 19.5 10 6.4
*f (%): Se refiere al porcentaje de masa total del farmaco excretado versus cantidad de la dosis

Se procedié a repetir el | mismo estudio, con el compuesto APL - 1092, sal de nitroxolina lisina. Cada ratéon recibio
una dosificaciéon de APL-1092 a una dosis de 77,7 mg / kg, la cual es equivalente a 41,8 mg / kg de nitroxolina en
términos de moles de nitroxolina. Las cantidades de nitroxolina en la orina y las muestras de lavado en varios
periodos de tiempo se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Cantidad de nitroxolina observada en muestras de orina de ratones a los cuales se les administré una sal
de lisina de nitroxolina.
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Tiempo de
recolgccién () lpae . Masa (ng? 5 . Media (ng)| sD
Ratén # 15| Raton # 16/Raton # 17 Raton # 18 Raton # 19 Raton # 20
0-2 51600 84300 31970 107380 31122 120000 71062 38448
0-2 lavado 113000 25240 15015 25300 47650 19320 40921 37063
2-6 3308.5 5263.2 1084 17458 3500 1846 5410 6077
2-6 lavado 6055 3618 8190 4635 4868 1960 4888 2122
6-24 375 101.64 10.4 51 73 796 58.8 33
6-24 lavado 296 158 246 286 227 190 234 53.9
Masa total (ng) 174297 118681 56516 155110 87439 143396 122573 44228
Peso corp. (g) 0.0136 0.0144 0.0138 0.0148 0.0134 0.0196 0.015 0.002
Dosis (mg) 0.502 0.531 0.509 0.546 0.494 0.723 0.551 0.087
*f (%) 347 223 1.1 284 17.7 19.8 223 83
*f (%): Se refiere al porcentaje de masa total del farmaco excretado versus cantidad de la dosis

De una forma mas sorprendente, los resultados de los experimentos de los Ejemplos 24 y 25, indican el hecho de
que, las sales de adicion de base de nitroxolina en concordancia con la invencion, y particularmente, la sal de lisina
de nitroxolina, demostraron una excrecion de orina incrementada, in vivo, en comparacion con la nitroxolina
misma. Tal como se muestra en la Tabla 7, en la cual se resumen los resultados mostrados en las Tablas 5 y 6,
después de dosificar la sal de lisina de nitroxolina, en la cantidad equivalente de nitroxolina, en términos de moles, la
sal de lisina de nitroxolina, mostré un aumento en la excrecion de los farmacos, en la orina, de los perros sabuesos,
en una cantidad de mas de cinco veces, en comparacion con la de nitroxolina. En ratones, la sal de lisina de
nitroxolina también mostré un aumento de la excrecion del farmaco en la orina, aunque el grado de incremento, era
aproximadamente dos veces mayor que el de la nitroxolina.

Tabla 7. Comparacion de la excrecién de nitroxolina y la sal de lisina de nitroxolina, en perros sabuesos y en
ratones.

En perros* En ratones™*
APL - 1202 - APL 1092 APL - 1202 - APL 1092
Farmaco acumulado en la orina, en
24 horas (ug) 97 + 51 617 + 268 79,8 £ 50,6 139 + 50
Factor de relaciéon de las dosis
excretadas a través de la orina F (%) 0,130 + 0,068 0,823 + 0,358 10,0+ 0,4 22,3+8,3

* En perros, el APL — 1902, se les dosificd en una dosis de 75 mg y, el APL - 1202, se les dosifico en una dosis
con una cantidad equivalente de 75 mg de APL - 1202 .

*En ratones, el APL — 1902, se les dosificd en una dosis de 41,8 mg y, el APL - 1202, se les dosificé en una dosis
con una cantidad equivalente de 41,8 mg de APL - 1202 .
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REIVINDICACIONES
1.- Una sal de amonio cuaternario aislada de nitroxolina, en donde, el amonio cuaternario es colina.

2.- Una sal de amina aislada de nitroxolina, en la cual, la amina, es una alquilamina sustituida o insustituida,
seleccionada de entre el grupo que consiste en dietilamina, 2-dietilaminoetanol, N, N-dimetiletanolamina y
diolamina; una amina heterociclica seleccionada de entre el grupo que consiste en piperazina y 1- (2-hidroxietil) -
pirrolidina; un aminoacido basico seleccionado de entre el grupo que consiste en arginina y lisina;o N-
metilglucamina.

3.- La sal de amina aislada de la reivindicacion 2, en donde, la amina, es lisina.
4.- La sal de amina aislada de la reivindicacion 2, en donde, la amina, es arginina.
5. La sal de amina aislada de la reivindicacion 2, en donde, la amina, es N-metilglucamina.

6. La sal de amina aislada de la reivindicaciéon 2, en donde, la amina es una alquilamina sustituida o insustituida,
seleccionada de entre el grupo que consiste en dietilamina y diolamina.

7. La sal de amina aislada de la reivindicacién 2, en donde, la amina, es una amina heterociclica seleccionada de
entre el grupo que consiste en piperazina y 1- 2-hidroxietil) -pirrolidina.

8.- La sal aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde, la sal, tiene una solubilidad de por lo
menos 0,1 mg / ml, en agua, o un medio acuoso el cual tenga un pH situado entre 4,5y 8,0.

9. Un procedimiento para preparar la sal de amina aislada o la sal de amonio cuaternario de nitroxolina de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8, comprendiendo, el procedimiento:

(i) mezclar nitroxolina y una base de amina o un hidroxido de amonio cuaternario, en un disolvente organico para
obtener la sal de amina o la sal de amonio cuaternario de nitroxolina; y

(i) recuperar la sal de amina o la sal de amonio cuaternario de nitroxolina, del disolvente organico, obteniendo asi,
de este modo, la sal de amina aislada o la sal de amonio cuaternario, de nitroxolina.

10.- Un cristal de sal de colina de nitroxolina, en donde, el cristal, presenta picos en los angulos de difraccién (26),
con una exactitud de + 0,26: 9,96, 12,12, 17,72 y 20,08 en su patrén de difraccion de rayos X de la materia en polvo.

11.- Una composicion farmacéutica, la cual comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de la sal de amina
aislada o la sal de amonio cuaternario de nitroxolina, en concordancia con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8, 0 el cristal de la sal de colina de nitroxolina en concordancia con la reivindicacion 10, y uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables.

12. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 11, en donde, la composicion farmacéutica, es una
composicién de liberacion sostenida, una composicién liquida o una composicién formulada para administracion
inyectable.

13. Un procedimiento para preparar la composicién farmacéutica en concordancia con una cualquiera de las
reivindicaciones 11 — 12, el cual comprende combinar la cantidad terapéuticamente efectiva de la sal de amina
aislada o la sal de amonio cuaternario de nitroxolina y el uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

14.- Una composicion farmacéutica en concordancia con una cualquiera de las reivindicaciones 11 — 12, para su uso
en el tratamiento o prevencion de una enfermedad, trastorno o afeccién, o para proporcionar un efecto urinario
protector, en un sujeto que lo necesite, en donde, la enfermedad, trastorno o afeccién, se selecciona de entre el
grupo que consiste en una infeccion del tracto urinario, una enfermedad asociada con la angiogénesis, tumores y
canceres.

15.- La composicion farmacéutica para su uso en concordancia con la reivindicacion 14, en donde, la enfermedad,

trastorno o afeccion se selecciona de entre el grupo que consiste en una infeccion del tracto urinario, cancer de
vejiga, cancer renal y cancer de préstata.
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