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DESCRIPCION

Compuestos de dialquilfenilo que tienen actividad agonista del receptor B.-adrenérgico y antagonista del receptor
muscarinico

ANTECEDENTES Y TRANSFONDOS DE LA INVENCION
Sector de la invencién

La presente invencion, se refiere a nuevos compuestos de dialquilfenilo, que tienen actividad agonista del receptor
B2-adrenérgico y antagonista del receptor muscarinico. La presente invencion, se refiere, también, a composiciones
farmacéuticas que comprenden tales tipos de compuesto, a procedimientos y a intermediarios para preparar tales
tipos de compuestos, y al uso de tales tipos de compuestos, como por ejemplo, para tratar trastornos pulmonares.

Estado actual de la técnica

Los trastornos pulmonares, tales como el asma y la enfermedad obstructiva cronica (COPD — [del inglés, [chronic
obstructive pulmonary disease]-), se tratan, usualmente, mediante broncodilatadores. Un tipo de broncodilatador,
utilizado para tratar los trastornos pulmonares, consiste los agonistas del receptor B2-adrenérgico (adrenorreceptor),
tales como el albuterol, el formoterol y el salmeterol. Estos compuestos, se administran, generalmente, mediante
inhalacion. Otro tipo de broncodilatador, consisten en los agonistas del receptor muscarinico (compuestos
anticolinérgicos), tales como el ipratopio y el tiotropio. Estos compuestos, se administran, tipicamente, mediante
inhalacion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen una combinacion del agonista del receptor B, adrenérgico y un
antagonista del receptor muscarinico, son conocidas, en el arte especializado de la técnica, para su uso en el
tratamiento de las enfermedades pulmonares. Asi, por ejemplo, el documento de patente estadounidense US n°
6,433,027, registrada en fecha 13 de Agosto del 2002, da a conocer composiciones farmacéuticas que contienen un
antagonista del receptor muscarinico, tales como el bromuro de tiotropio, y un agonista del receptor 3, adrenérgico,
tales como el fumarato de formoterol.

Adicionalmente, ademas, los compuestos que tienen ambas, actividad agonista del receptor B, adrenérgido y
antagonista del receptor muscarinico, son ya conocidos, en el arte especializado de la técnica. Asi, por ejemplo, el
documento de patente estadounidense US 7,141,671, registrado en fecha 28 de Noviembre del 20006, da a conocer
compuestos de bifenilo, los cuales contienen ambas, actividad agonista del receptor 2 adrenérgido y antagonista del
receptor muscarinico. Los compuestos que contienen ambas, actividad agonista del receptor B, adrenérgido y
actividad antagonista del receptor muscarinico, son altamente deseables, debido al hecho de que, tales tipos de
compuestos, proporcionan una broncodilatacién, mediante dos formas de acciéon independientes, al mismo tiempo
que tienen una farmocinética de molécula individual.

Cuando se ftratan trastornos pulmonares, es particularmente de utilidad, el hecho de proporcionar agentes
terapéuticos que tengan una larga duracién de accion, es decir, una duracion de por lo menos 24 horas, cuando
éstas se administran mediante inhalacién, de tal forma que, los pacientes, sélo necesitan administrar el agente
terapéutico, una vez al dia, o menos. No todos los compuestos de acciéon dual que se han dado a conocer
previamente, en el arte especializado de la técnica, poseen esta deseada propiedad.

Correspondientemente en concordancia, existe una necesidad, en cuanto al hecho de poder disponer de nuevos
compuestos que tengan ambas, actividad agonista del receptor B, adrenérgico y actividad antagonista del receptor
muscarinico, los cuales posean una larga duracion de la accion, cuando se administran a un paciente, mediante
inhalacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion, proporciona nuevos compuestos de dialquilfenilo, los cuales tengan ambas, actividad
agonista del receptor 3, adrenérgico y actividad antagonista del receptor muscarinico. Entre otras propiedades, se
ha encontrado que, un compuesto de la presente invencion, posee un larga duracién de accién, como por ejemplo,
una duracion de por lo menos un transcurso de tiempo de 24 horas, cuando se administran a un mamifero, mediante
inhalacion. Correspondientemente en concordancia, se espera que, los compuestos de la presente invencion, sean
de utilidad y ventajosos como agentes terapéuticos, para tratar trastornos pulmonares.

Correspondientemente en concordancia, en uno de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a un compuesto
de la féormula I:
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R1, es metilo 6 etilo; R2, es metilo 6 etilo; o una sal o solvato o estereoisémero de éste, farmacéuticamente
aceptables.

En un aspecto particular de la invencion, el compuesto de la formula I, es un compuesto que tiene la formula 1l:
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en donde,
R’ y R?, son tal y como se definen aqui, en este documento (incluyendo a las formas especificas o preferidas de
presentacion), o una sal o solvato de éste, farmacéuticamente aceptables.

En otros aspectos de su composicion, la presente invencion, se refiere a una composiciéon farmacéutica que
comprende un portador o soporte, farmacéuticamente aceptables, y a un compuesto de la férmula I.

En caso deseado, los compuestos de la presente invencion, pueden administrarse en combinacién con otros
agentes terapéuticos, tales como los consistentes en un agente antiinflamatorio. Correspondientemente en
concordancia, en otro de sus aspectos de composicion, la presente invencion, se refiere a una composicion
farmacéutica, la cual comprende (a) un compuesto de la férmula I; y (b) un segundo agente terapéutico. En todavia
otro de sus aspectos de composicion, la presente invencién, se refiere a una composicion farmacéutica, la cual
comprende (a) un compuesto de la féormula I; (b) un segundo agente terapéutico; y (c) un portador o soporte,
farmacéuticamente aceptable.

En todavia otro de sus aspectos de composicion, la presente invencion, se refiere a una combinaciéon de agentes
terapéuticos, comprendiendo, la composicion, (a) un compuesto de la férmula |; y (b) un segundo agente terapéutico.
En otro de sus aspectos de composicidn, la presente invencion, se refiere a una combinacion de composiciones
farmacéuticas, comprendiendo, la combinacion, (a) una primera composicion farmacéutica, la cual comprende un
compuesto de la formula I, y un primer portador o soporte, farmacéuticamente aceptable, y (b) una segunda
composicion farmacéutica, la cual comprende un segundo agente terapéutico, y un segundo portador o soporte,
farmacéuticamente aceptable. La presente invencion, se refiere, también, a un equipo, a modo de “Kit”, que contiene
tales tipos de composiciones farmacéuticas.

Los compuestos de la presente invencion, poseen ambos tipos de actividades, actividad agonista del receptor B2
adrenérgico y actividad antagonista del receptor muscarinico. Correspondientemente en concordancia, se espera
que, los compuestos de la formula |, sean de utilidad como agentes terapéuticos, para tratar trastornos pulmonares,
tales como el asma, y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

Correspondientemente en concordancia, en uno de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a un compuesto
de la férmula I, para su uso en un procedimiento para tratar un trastorno pulmonar, comprendiendo, el
procedimiento, administrar, a un paciente en necesidad de tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva, de
un compuesto de la formula I. La presente invencion, se refiere, también, a un compuesto de la férmula |, para su
uso en un procedimiento para el tratamiento de la enfermedad obstructiva cronica, o el asma, comprendiendo, el
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procedimiento, la administracion, a un paciente, de una cantidad terapéuticamente efectiva, de un compuesto de la
férmula I. Adicionalmente, ademas, en uno de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a un compuesto de la
férmula |, para su uso en un procedimiento para producir broncodilatacién, en un mamifero, comprendiendo, el
procedimiento, la administracién, a un mamifero, de una cantidad de compuesto de la férmula I, la cual produzca
broncodilatacién. La presente invencioén, se refiere, también, a un compuesto de la férmula |, para su uso en un
procedimiento de antagonizacion de un receptor muscarinico, y la agonizacion de un receptor B2-adrenérgico, en un
mamifero, comprendiendo, el procedimiento, la administracién, al mamifero, de un compuesto de la formula I.

Puesto que, los compuestos de la presente invencion, poseen ambas, actividad agonista del receptor 3, adrenérgico
y actividad antagonista del receptor muscarinico, tales tipos de compuestos, son también de utilidad, como
herramientas de investigacion. Correspondientemente en concordancia, un compuesto de la férmula |, es de utilidad
en un procedimiento que comprende la realizacién de un ensayo bioldgico, mediante la utilizacion de un compuesto
de la féormula 1.

Los compuestos de la presente invencion, pueden también ser de utilidad, para evaluar nuevos compuestos
quimicos. Correspondientemente en concordancia, un compuesto de la férmula |, es de utilidad en un procedimiento
para evaluar un compuesto de ensayo, en un ensayo bioldgico, comprendiendo, el procedimiento, (a) realizar el
ensayo bioldgico, con un compuesto de ensayo, para proporcionar un primer valor de ensayo; (b) conducir el ensayo
bioldgico, con un compuesto de la férmula |, para proporcionar un segundo valor de ensayo.; en donde, la etapa
(a), se lleva a cabo, bien ya se antes, bien ya sea después, o bien ya sea simultaneamente con la etapa (b); y (c)
comparar el primer valor de ensayo de la etapa (a), con el segundo valor de ensayo de la etapa (b).

La presente invencion, se refiere, también, a un procedimiento y a nuevos intermediarios de utilidad para preparar un
compuesto de la formula |. Correspondientemente en concordancia, en otro de sus aspectos, la presente invencion,
se refiere a procedimiento para preparar un compuesto de la formula |, comprendiendo, el procedimiento, la
desproteccion de un compuesto de la féormula 6 (tal y como ésta se define aqui, en este documento), para
proporcionar un compuesto de la formula I.

En otro de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto de la
férmula 1, comprendiendo, el procedimiento: (a) hacer reaccionar un compuesto de la férmula 4, con un compuesto
de la formula 5, en presencia de un agente reductor, para proporcionar un compuesto de la formula 6; y (b)
desproteger el compuesto de la féormula 6, para proporcionar un compuesto de la férmula I, en donde, los
compuestos 4, 5y 6, son tal y como se definen aqui, en este documento.

En una forma particular de presentacion de la presente invencion, los compuestos de la formula |, se prepararan
mediante la desproteccion de un compuesto de la férmula 6, en donde, el grupo protector hidroxilo, es un grupo
sililo. Correspondientemente en concordancia, en todavia otro de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a
un procedimiento para preparar un compuesto de la férmula |, comprendiendo, el procedimiento, la desproteccién de
un compuesto de la formula 6a:

OH

r? i
G nj\oO HoL O“’s‘:"

O 6a

en donde, R?, RP y R®, se seleccionan, de una forma independiente, de entre alquilo C1.4, fenilo, -alquil C4.4-(fenilo), 6
una de las R'?, R y R' es —O-(alquilo C+.4); para proporcionar un compuesto de la férmula I.

Iz

En otras formas de presentacion, el procedimiento que se describe aqui, en este documento, comprende
adicionalmente la etapa de formar una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la férmula |. En otras
formas de presentacion, la presente invencion, se refiere a otros procedimientos que se describen aqui, en este
documento; y al producto preparado mediante uno cualquiera de los procedimientos descritos aqui, en este
documento.

En una forma particular de presentacion, la presente invencion, se refiere a compuestos de la férmula Ill:
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0 a una sal o estereoisémero de éste, en donde, Y1, se selecciona de entre -CHO, -CN, -CH,OH, -CH(ORsa)ORSb, -
C(O)OH, -C(O)ORSC, bromo y yodo, en donde, R% y RSb, se seleccionan, de una forma independiente, de entre
alquilo C1, 6 R% y R3b, se unen, para formar un alquileno Cy., RBC, se selecciona de entre alquilo C1.6; ¥y R y R2,
son tal y como se definen aqui, en este documento (incluyendo cualesquiera formas especificas o preferidas de
presentacion), compuestos éstos, los cuales son de utilidad como intermediarios, en la preparacion de compuestos
de la férmula I. En una forma particular de presentacion de la formula lil, R' y R?, son metilo. En otra forma particular
de gresentacién de la formula Ill, Y', es —CHO. En todavia otra forma particular de presentacion de la formula Ill; R
y R%, son metilo, e Y1, es —CHO.

La presente invencion, se refiere, también, al uso de un compuesto de la formula |, para terapia. Adicionalmente,
ademas, la presente invencion, se refiere al uso de un compuesto de la férmula |, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno pulmonar; y al uso de un compuesto de la férmula |, como una
herramienta de investigacion. Otros aspectos y formas de presentacion de la presente invencion, se encuentran
descritos aqui, en este documento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En uno de sus aspectos, la presente invencién, se refiere a nuevos compuestos de la férmula |. Estos compuestos
de la férmula I, contienen uno o mas centros quirales y, asi, por lo tanto, la presente invencién, esta dirigida a
mezclas racémicas; estereoisdbmeros puros (a saber, enantiomeros o diasterébmeros); mezclas enriquecidas de
estereosiomeros, y por el etilo, a menos de que se encuentre indicado de otro modo. Cuando, aqui, en este
documento, se muestra o se nombra un estereoisomero particular, se entendera el hecho, por parte de aquéllas
personas expertas en el arte especializado de la técnica, de que, pueden encontrarse presentes cantidades menores
de otros estereoisdmeros, en las composiciones de la presente invencién, a menos de que se indique de otro modo,
con la condicién de que, la utilidad de la composiciéon, como un todo, no se elimine mediante la presencia de tales
otros tipos de isémeros.

De una forma particular, los compuestos de la férmula |, contienen un centro quiral, como el atomo de carbono,
indicado mediante el simbolo *, en la siguiente férmula parcial:

OH

En una forma particular de presentacion de la presente invencion, el atomo de carbono identificado mediante el
simbolo *, tiene la configuracion (R). En esta forma de presentacion, los compuestos de la formula |, tienen la
configuracion (R) en el atomo de carbono, identificada mediante el simbolo *, o éstas se encuentran enriquecidas en
una forma estereoisomérica, teniendo la configuracion (R), en este atomo de carbono.

Los compuestos de la férmula I, contienen, también, varios grupos basicos (como, por ejemplo, grupos amino) y, asi,
por lo tanto, los compuestos de la férmula |, pueden existir como la base libre, o en varias formas de sal. Todas
estas formas, se encuentran incluidas en el &mbito de la presente invencion. Adicionalmente, ademas, los solvatos
de la formula, o las sales de éstas, se encuentran incluidos en el ambito de la presente invencion.

Correspondientemente en concordancia, aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica,
reconoceran el hecho de que, las referencias a un compuesto, aqui, en este documento, como por ejemplo, la
referencia a un compuesto de la férmula | 6 a un compuesto de la férmula 6, incluye la referencia a las sales y
estereoisdmeros y solvatos de dicho compuesto, a menos de que se indique de otro modo.

Adicionalmente, ademas, el uso, aqui, en este documento, de la formas, “un”, “una” y “el” (o “la”), incluye a las
correspondientes formas en plural, a menos de que, el contexto del uso, indique claramente lo contrario.
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La nomenclatura utilizada aqui, en este documento, para nombrar a los compuestos de la presente invencion y a los
intermediarios de éstos, se han derivado, de una forma general, mediante la utilizacion del sistema programa
informatico consistente en el “AutoNom software” (MDL, San Leandro, California), el cual se encuentra
comercialmente disponible en el mercado. De una forma tipica, los compuestos de la férmula |, se han denominado
como derivados del éster piperidin-4-ilico del acido bifenil-2-il carbamico.

Formas representativas de presentacion

Los sustituyentes y valores que se facilitan a continuacion, esta previstos para proporcionar ejemplos
representativos de varios aspectos y formas de presentacion de la presente invencion. Se pretende que, estos
valores representativos, definan e ilustren adicionalmente tales aspectos y formas de presentacion, y no pretenden
excluir otras formas de presentacion o limitar el alcance de la presente invencién. En este sentido, no se pretende,
en modo alguno, el que, la preferencia de la representacion de un valor o sustituyente particular, excluya, de la
presente invencion, a otros valores o sustituyentes, a menos de que ello se indique de una forma especifica.

En una forma de presentacion, R', es metilo y R?, es etilo.
En otra forma de presentacion, R1, es etiloy R2, es etilo.

En otra forma de presentacion, R1, es metiloy R2, es etilo.
En otra forma de presentacion, R1, es etiloy RZ, es metilo.

Asi, de este modo, en unos de sus aspectos de competencia, la presente invencion, se refiere a compuestos de la
férmula 1, seleccionados de entre:

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-

dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-il-carbamico (compuesto lla);
1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dietilfenilcarbamoil etil]piperidin-4-il-  éster
del acido bifenil-2-il-carbamico (compuesto |Ib);
1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2-metil-5-etilfenilcarbamoil etil]piperidin-4-il-
éster del acido bifenil-2-il-carbamico (compuesto lic);
1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2-etil-5-metilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-il-carbamico (compuesto Iid);

0 a sales de éstos, farmacéuticamente aceptables.

Definiciones

Cuando se describen los compuestos, composiciones, procedimientos y procesos de la invencién, los términos que
siguen a continuacion, tienen los siguientes significados, a menos de que se indique de otro modo.

El término “alquilo”, significa un hidrocarburo saturado monovalente, el cual puede ser lineal o ramificado, o
combinaciones de éste. A menos de que se defina de otro modo, tales tipos de grupos alquilo, contienen, de una
forma tipica, de 1 a 10 atomos de carbono. Los grupos alquilo representativos, incluyen, a titulo de ejemplo, a metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec.-butilo, isobutilo, tert.-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, n-nonilo, n-
decilo, y por el estilo.

Cuando se prevé un numero especifico de atomos de carbono, para un término particular utilizado aqui, en este
documento, el numero de atomos de carbono, se muestra después del término. Asi, por ejemplo, el término “alquilo
C+.3”, significa un grupo alquilo, el cual tiene de 1 a 3 atomos de carbono, en donde, los atomos de carbono, se
encuentran en cualquier configuracion quimicamente aceptable.

El término “alquileno”, significa un grupo hidrocarburo, saturado, divalente, el cual puede ser lineal o ramificado. A
menos de que se defina de otro modo, tales tipos de grupos alquileno, contienen, tipicamente, de 1 a 10 atomos de
carbono. Los grupos alquileno representativos, incluyen, a titulo de ejemplo, a metileno, metileno, etano-1,2-diilo
("etileno"), propano-1,2-diilo, propano-1,3-diilo, butano-1,4-diilo, pentano-1,5-diilo, y por el estilo.

El término "grupo protector de amino” (o grupo amino-protector), significa un grupo protector, apropiado para evitar
reacciones no deseadas en un grupo amino. Los grupos protectores de amino representativos, incluyen, pero no de
una forma limitada en cuanto a éstos, a tert.-butoxicarbonilo (Boc); ftrietilo (Tr), benciloxicarbonilo (Cbz), 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc); bencilo (Bn), formilo, trimetilsililo (TMS), y tert.-butildimetilsililo (TBS); y por el estilo.

El término “grupo protector de carboxilo (o grupo carboxilo-protector, significa un grupo protector, apropiado para
prevenir reacciones no deseadas en un grupo carboxilo. Los grupos carboxilo-protectores apropiados, incluyen,
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aunque no de una forma limitativa en cuento a éstos, a ésteres, tales como metilo, etilo, tert.-butilo, bencilo (Bn), p-
metoxibencilo (PMB), 9-fluorenilmetilo (Fm), trimetilsililo (TMS), tert.-butildimetilsililo (TBS), difenilmetilo (benzhidrilo,
DPM) y por el estilo.

El término "compuesto de la invencion" 6 "compuesto de la férmula I" o "compuesto de la féormula 1", tal y como se
utiliza aqui, en este documento, significa el compuesto o los compuestos especificados, o una sal o solvato o
estereoisdmero de éstos, farmacéuticamente aceptable, a menos de que se indique de otro modo.

El término “halo, significa fluor, cloro, bromo y yodo.

El término “grupo protector de hidroxilo” (o grupo hidroxilo-protector), significa un grupo protector, apropiado para
evitar o prevenir reacciones no deseables, en un grupo hidroxilo. LOs grupos hidroxilo-protectores, incluyen, pero no
de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los grupos sililo, incluyendo a los grupos (alquil C1.6)-sililo, tales como
trimetilsililo (TMS), trietilsililo (TES), tert.-butildimetilsililo (TBS) y por el etilo; y a ésteres (grupos acilo), que incluyen
a los grupos alcanoilo C1., tales como formilo, acetilo y por el estilo; grupos arilmetilo, tales como bencilo (Bn), p-
metoxibencilo (PMB), 9-fluorenilmetilo (Fm), difenilmetilo (benzhidrilo, DPM) y por el estilo. Adicionalmente, ademas,
pueden también encontrarse protegidos dos hidroxilo, como un grupo alquilideno, tal como prop-2-ilidina, formados,
por ejemplo, mediante la reaccion con a una cetona, tal como la acetona.

El término “grupo saliente”, significa un grupo funcional o un atomo que puede desplazarse mediante otro grupo
funcional o un atomo, en una reaccién de sustitucion, tal como una reaccion de sustitucion nucleofilica. A titulo de
ejemplos, los grupos salientes representativos, incluyen, aunque no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los
grupos cloro, bromo y yodo; grupos de ésteres sulfonicos, tales como acetoxi, trifluoroaceotoxi, y por el estilo.

El término “diametro medio de masa” (MMD - [del ingles, mass median diameter]-), cuando se utiliza para hacer
referencia a particulas, significa el diametro, de tal forma que, la mitad de la masa de las particulas, se encuentre
contendido en particulas con un diametro mayor, y la mitad de las particulas, se encuentre contenido en particulas
con un diametro menor.

El término “micronizado(a)” o “en forma micronizada”, significa particulas en las cuales, por lo menos un porcentaje
de aproximadamente un 90 por ciento de las particulas, tienen un diametro de por menos de 10 ym, a menos de que
se indique de otro modo.

El término “o una sal o solvato o esteroisémero de éste, farmacéuticamente aceptable”, tal y como se utiliza aqui, en
este documento, pretende incluir todas las permutaciones de sales, solvatos y estereoisdmeros, tales como un
solvato de una sal farmacéuticamente aceptable de un estereoisémero de un compuesto de la férmula I.

El término “sal farmacéuticamente aceptable”, significa una sal que es aceptable para la administracién a un
paciente, tal como un mamifero (como por ejemplo, sales que tienen una seguridad aceptable en mamiferos, para
un régimen dado de dosificacion). Los ejemplos representativos de sales farmacéuticamente aceptables, incluyen a
las sales del acido ascérbico, del acido benzenosulfonico, del acido bbenzdico, del alcanforsulfénico, del acido
citrico, del acido etanosulfonico, del acido edisilico, del acido fumarico, del acido gentisico, del acido gluconico, del
acido glutamico, del acido hipurico, del acido bromhidrico, del acido clorhidrico, isetidnico, del acido lactico, del acido
lactobidnico, del acido maléico, del acido malico, del acido mandélico, del acido metanosulfénico, del acido mucico,
del acido naftalenosulfénico, naftaleno-1,5-disulfénico, del acido naftaleno-2,6-disulfénico, del acido nicotinico, del
acido nitrico, del acido erético, del acido pamodico, del acido pentoténico, del acido fosférico, succinico, del acido
sulfurico, del acido tartarico, del acido p-toluenosulfénico, del acido xinaféico, y por el estilo.

El término “derivados protegidos de éste”, significa un derivado del compuesto especifico, en el cual, uno o mas
grupos funcionales del compuesto, se encuentran protegidos o bloqueados, para que no puedan acontecer
reacciones no deseadas con un grupo protector o de bloqueo. Los grupos funcionales que pueden protegerse,
incluyen, a titulo de ejemplo, a los grupos carboxi, los grupos amino, los grupos hidroxilo, los grupos tioles, lo grupos
carbonilo, y por el estilo. Los grupos protectores apropiados, para tales tipos de grupos funcionales, se conocen
bien, en el arte especializado de la técnica, y éstos se ejemplifican mediante las ensefianzas de T. W. Greene y G.
M. Wuts, en Protective Groups in Organic Synthesis, Third Edition, - Grupos protectores en la sintesis organica,
Tercera Edicion, Wiley, New York, 1999, y en las referencias citadas en dicho estudio.

El término “sal de éste”, significa un compuesto formado cuando un hidrégeno de un acido, se reemplaza mediante
un cation, tal como un catiéon de metal, o un cation inorganico, y por el estilo. En la presente invencion, el cation,
comprende, tipicamente, una forma protonada de un compuesto de la férmula |, es decir, en donde, uno o mas
grupos amino se han protonado mediante un acido. De una forma preferible, la sal, es una sal farmacéuticamente
aceptable, si bien este requisito no se requiere para las sales de los compuestos intermedios o intermediarios, los
cuales no estan previstos para la administraciéon a un paciente.
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El término “solvato”, significa un complejo o agregado formado por uno o mas moléculas de soluto, es decir, un
compuesto de la formula I, o una sal de éste farmacéuticamente aceptable, y una no mas moléculas de un
disolvente. Tales tipos de disolventes, de una forma tipica, son sélidos cristalinos, que tiene un factor de relacion
molar substancialmente fijo, del soluto con respecto al disolvente. Los ejemplos representativos de disolventes,
incluyen, a titulo de ejemplo, al agua, al metanol, al etanol, al isopropanol, al acido acético, y por el estilo. Cuando el
disolvente es agua, el solvato formado, es un hidrato.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva”, tal y como se utiliza aqui, en este documento, significa una cantidad
suficientemente efectiva, para efectuar el tratamiento, cuando éste se administra a un paciente en necesidad de
tratamiento.

El término “tratar” 6 “tratamiento”, tal y como se utiliza aqui, en este documento, significa el tratar o el tratamiento de
una enfermedad o condicién médica (tal como la COPD 6 el asma), en un paciente, tal como un mamifero (de una
forma particular, un humano), el cual incluye:

(a) evitar que acontezca la enfermedad, trastorno, o condicion médica, a saber, el tratamiento profilactico de un
paciente;

(b) mejorar la enfermedad, trastorno, o condicidon médica, a saber, eliminando o provocando la regresion de la
enfermedad, trastorno, o condicién médica, en un paciente,

(c) suprimir la enfermedad, trastorno, o condicién médica, a saber, enlenteciendo o interrumpiendo el desarrollo de la
enfermedad, trastorno o condicién médica, en un paciente; 6

(d) aliviar los sintomas de la enfermedad, trastorno, o condicion médica, en un paciente.

La totalidad de los otros términos utilizados aqui, en este documento, pretenden tener su significado ordinario, tal y
como éste se entiende, por parte de aquéllas personas usualmente expertas en el arte especializado de la técnica.

Procedimientos Sintéticos generales

Los compuestos de la invencion, pueden prepararse a partir de materiales de partida facilmente obtenibles en el
mercado, utilizando los métodos y procedimientos generales que se presentan mas abajo, a continuaciéon, o
mediante la utilizacion de otra informacion facilimente disponible o conocida por parte de aquéllas personas expertas
en el arte especializado de la técnica. Si bien, en los procedimientos que se facilitan abajo, a continuacién, pueden
ilustrar una forma particular de presentacién o aspecto de la presente invencion, aquéllas personas expertas en el
arte especializado de la técnica, reconoceran el hecho de que, pueden prepararse otros aspectos o procedimientos
de la presente invencion, mediante la utilizacién de los mismos procedimientos o procedimientos similares descritos
aqui, en este documento, o mediante la utilizacion de otros procedimientos, reactivos o materiales de partida, los
cuales se conocen, por parte de aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica. Se apreciara
también el hecho de que, alli en donde se facilitan condiciones de los procedimientos, que son tipicas o preferentes
(es decir, las temperaturas de reaccion, los tiempos de reaccion, los factores de relacién molar de los reactivos,
disolventes, presiones, etc.), pueden utilizarse también otras condiciones, a menos de que se indique de otra forma.
Mientras que, las condiciones 6ptimas de reaccién, pueden variar, de una forma tipica, en dependencia de los varios
parametros de la reaccion, tales como los reactivos, los disolventes, y las cantidades utilizadas, aquéllas personas
usualmente expertas en el arte especializado de la técnica, pueden determinar facilmente las condiciones
apropiadas de la reaccion, mediante las utilizacion de procedimientos de optimizacion de rutina.

Adicionalmente, ademas, tal y como resultara evidente, para aquéllas personas expertas en el arte especializado de
la técnica, pueden ser necesarios grupos convencionales protectores, o éstos pueden ser deseables, con objeto de
evitar que ciertos grupos funcionales, experimenten reacciones no deseadas. La eleccion de un grupo protector
apropiado, para una grupo funcional particular, asi como las condiciones y reactivos apropiados, para la proteccion y
desproteccion de tales tipos de grupos funcionales, son bien conocidos, por parte de aquéllas personas expertas en
el arte especializado de la técnica. Pueden utilizarse grupos protectores distintos a los que ilustran en los
procedimientos que se describen en los procedimientos que se describe aqui, en este documento.

En una forma de presentacion, los compuestos de la formula I, se sintetizan de la forma que se ilustra en el
Esquema .
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En donde, P1, es un _grupo hidroxilo-protector; y R% y Rsb, se seleccionan, de una forma independiente, de entre
alquilo C16 0 R y R* se unen, para formar alquileno Cys.

Tal y como se muestra en el Esquema |, el compuesto 1, puede hacerse reaccionar con aproximadamente 0,95 a
aproximadamente 1,05 equivalentes molares del compuesto 2, para proporcionar el compuesto 3. Esta reaccion de
Michael, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de
unos margenes que van desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 75°C, de una forma tipica, a una
temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente
40°C hasta aproximadamente 45°C, durante un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 8 horas hasta
aproximadamente 24 horas, o hasta que la reaccion, se haya completado substancialmente. De una forma general,
esta reaccion, se lleva a cabo en un diluyente apropiado, tal como el diclorometano, o una mezcla de diclorometano
y metanol o etanol, y por el estilo. Después de haberse completado la reaccion, de una forma tipica, el producto, se
aisla, mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion, la
cromatografia y por el estilo. De una forma alternativa, la mezcla de reaccién que contiene el compuesto 2, puede
utilizarse directamente en la siguiente etapa de la sintesis.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2391584 T3

El compuesto 3, se hace reaccionar, a continuacion, con acido acuoso, con objeto de hidrolizar el grupo acetal y
proporcionar el compuesto de aldehido 4. Puede emplearse cualquier acido apropiado, en esta reaccion, incluyendo,
a titulo de ejemplo, el acido clorhidrico, el acido sulfurico, el acido metanosulfénico, el acido p-toluenosulfénico, y por
el estilo. La reaccion de la hidrdlisis, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un
valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 30°C,
llevandose a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos
margenes que van desde aproximadamente 20°C hasta aproximadamente 25°C, durante un transcurso de tiempo
que va desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 6 horas, o hasta que la reacciéon, se haya
completado substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluyente apropiado, tal como
metanol, etanol, ispopropanol, diclorometano/etanol, acetonitrilo y por el estilo. Después de haberse completado la
reaccion, el producto, se aisla, de una forma tipica, mediante la utilizacion de procedimientos convencionales, tales
como los consistentes en la extraccion, la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

El compuesto 4, se hace reaccionar, a continuacion, con aproximadamente 0,95 a aproximadamente 1,5
equivalentes molares del compuesto 5, en presencia de un agente reductor, para proporcionar el compuesto 6. En
esta reaccion, puede utilizarse cualquier tipo de agente reductor apropiado, incluyendo, a titulo ilustrativo, un
reactivo de hidruro metalico, tal como el borohidrato sddico, el triacetoxiborohidrato sddico, el cianoborohidrato
sédico, y por el estilo, o hidrogeno y un catalizador metalico, tal como el paladio sobre carbono, y por el estilo. Esta
reaccion de alquilacion reductora, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente -20°C hasta aproximadamente 30°C,
llevandose a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos
margenes que van desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 5°C, durante un transcurso de tiempo que
va desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 6 horas, o hasta que la reaccién, se haya completado
substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluyente apropiado y un disolvente aprético,
tal como diclorometano y metanol, y por el estilo. Después de haberse completado la reaccién, el producto, se aisla,
de una forma tipica, mediante la utilizacion de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la
extraccion, la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

El compuesto 6, se desprotege, a continuacién, para proporcionar el compuesto de la férmula I. Las condiciones
particulares utilizadas para desproteger el compuesto 6, dependeran del grupo protector empleado. Asi, por ejemplo,
cuando P'es un grupo protector de sililo (como, por ejemplo, un compuesto de la formula 6a, tal y como ésta se
define aqui, en este documento,), tal como tert.-butildimetilsilo, tert.-butildifenilsilo, difenilmetilsilo, di-tert.-
builmetilsilo, tert.-butoxidifenilsililo y por el estilo, esta reaccién de desproteccion, se lleva a cabo, de una forma
tipica, procediendo a poner en contacto un compuesto 6a, con una fuente del i6n flior. En una forma particular de
presentacion, la fuente del ion fluor, es el trihidroxifluoruro de trietilamina. Otras fuentes apropiadas del i6n fluoruro,
incluyen al fluoruro de tetrabutilamonio, al fluoruro potasico con 18-crown-6, al fluoruro de hidrégeno, al hidrofluoruro
de piridina, y por el estilo. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a
un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente
50°C, llevandose a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de
unos margenes que van desde aproximadamente 10°C hasta aproximadamente 25°C, durante un transcurso de
tiempo que va desde aproximadamente 24 horas hasta aproximadamente 72 horas, o hasta que la reaccion, se haya
completado substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluyente apropiado, tal como
diclorometano y por el estilo. Después de haberse completado la reaccion, el producto, se aisla, de una forma tipica,
mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la extraccion, la
recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

El compuesto 1, es conocido, en el arte especializado de la técnica, o éste puede prepararse mediante materiales de
partida y reactivos, los cuales se encuentran comercialmente disponibles en el mercado, utilizando procedimientos
que son conocidos. Véase, por ejemplo, el documento de solicitud de patente estadounidense US n°® 2004/0167167
A1 y R. Naito et al., Chem. Pharm. Bull., 46(8) 1286-1294 (1998). A titulo de ejemplo, el compuesto 1, puede
prepararse de la forma que se ilustra en el Esquema Ii

D SEE

Tal y como se muestra en el esquema I, se J)rocede a hacer reaccionar el 2-isocianato de bisfenilo (7), con una 4-
hidroxipiperidina N-protegida 8, en donde, P“, es un grupo amino-protector, tal como bencilo, para proporcionar el
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intermediario carbamato 9. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a
un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 20°C hasta aproximadamente
100°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido
dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 60°C hasta aproximadamente 80°C, durante un
transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 6 horas hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la
reaccion, se haya completado substancialmente. En caso deseado, esta reaccién, se lleva a cabo en un diluyente
apropiado, tal como diclorometano, tolueno y por el estilo. De una forma alternativa, esta reaccioén, puede llevarse a
cabo en ausencia de un diluyente. Después de haberse completado la reaccion, el producto 9, se aisla, de una
forma tipica, mediante la utilizaciéon de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la extraccion,
la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo. De una forma alternativa, la mezcla de reacciéon que contiene el
compuesto 9, se utiliza directamente, en la siguiente etapa de la sintesis.

Se procede, a continuacién, a retirar el grupo amino-protector, P2, del compuesto 2, medlante la utilizacion de
procedimientos convencionales, para proporcionar el compuesto 1. ASI por ejemplo, cuando P?es un grupo bencilo,
el compuesto 9, puede desprotegerse mediante la utilizacion de hidrégeno o formiato amonico, en presencia de un
catalizador, tal como un catalizador de paladio. Los ejemplos representativos de catalizadores, incluyen, a titulo de
ilustracion, al paladio sobre carbono, hidroxido de paladio sobre carbono, o por el estilo. Esta reaccion, se lleva a
cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que
van desde aproximadamente 20°C hasta aproximadamente 50°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una
temperatura correspondiente a un valor de aproximadamente 40°C, durante un transcurso de tiempo que va desde
aproximadamente 6 horas hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la reacciéon, se haya completado
substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluente apropiado, tal como diclorometano y
por el estilo. Después de haberse completado la reaccién, el producto 1, se aisla, de una forma tipica, mediante la
utilizaciéon de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la extraccién, la recristalizacion, la
cromatografia, y por el estilo.

Los compuestos de la formula 2, son conocidos, en el arte especializado de la técnica, o éstos pueden prepararse
mediante materiales de partida y reactivos, los cuales se encuentran comercialmente disponibles en el mercado,
utilizando procedimientos que son conocidos. A titulo de ilustracién, los compuestos de la féormula 2, pueden
prepararse de la forma que se muestra en el Esquema llI:

Esquema llI
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Tal y como se muestra en el esquema lll, se procede, en primer lugar, a proteger un compuesto de anilina de la
férmula 10 en donde, X', es bromo 6 yodo, en el grupo amino, para proporcionar un compuesto de la formula 11, en
donde, P*, es un grupo amino-protector, y P* es hidrégeno 6 un grupo amino-protector. Puede utilizarse cualquier
grupo amlno protector apropiado, tal como bencilo, 4-metoxibencilo, trifluoroaceitlo, y por el estilo. Asi, por ejemplo,
un compuesto de la formula 10, puede hacerse reaccionar con aproximadamente 2 6 mas equivalentes molares, de
una forma preferible, con aproximadamente 2,5 a aproximadamente 3,0 equivalentes molares, de un haluro de
bencilo, tal como el cloruro de bencno el bromuro de bencilo 6 el yoduro de bencilo, con objeto de proporcionar el
compuesto 11, en donde, p3a y p3P , son ambas bencilo. Esta reaccién, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una
temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente
0°C hasta aproximadamente 50°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente
a un valor de aproximadamente 30°C, durante un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 18 horas
hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la reaccién, se haya completado substancialmente. Generalmente,
esta reaccion, se lleva a cabo en un diluente apropiado, tal como metanol, etanol isopropanol y por el estilo. De una
forma tipica, esta reaccién, se conduce, también, en presencia de una base apropiada, tal como el carbonato
potasico, el carbonato sddico, y por el estilo. Después de haberse completado la reaccion, el producto 11, se aisla,
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de una forma tipica, mediante la utilizacion de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la
extraccion, la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

Los compuestos representativos de la formula 10 que pueden emplearse en esta reaccion, incluyen a la 2,5-dimetil-
4-yodoanilina, 2,5-dietil-4-yodoanilina, 2-etil-4-yodo-5-metilanilina,  5-etil-4-yodo-2-metilanilina, 4-bromo-2,5-
dimetilanilina, 4-bromo-2,5-dietilanilina, 4-bromo-2-etil-5-metilanilina, 4-bromo-5-etil-2-metilanilina y por el estilo.
Dichos compuestos, se encuentran comercialmente disponibles en el mercado (como, por ejemplo, de procedencia
de la firma Spectra Grupo Limited, Inc., Millbury, OH), 6 estos pueden prepararse a partir de materiales de partida y
reactivos comercialmente disponibles en el mercado, mediante la utilizacién de procedimientos convencionales.

Se procede, a continuacién, a poner en contacto el compuesto 11, con aproximadamente 1 a aproximadamente 2
equivalentes molares de un reactivo de alquil-litio, tal como el n-butil-litio 6 el tert.-butil-litio, para formar el
correspondiente anion, en el cual, el grupo X1, se ha intercambiado por litio. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una
forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente -70°C hasta aproximadamente 0°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una
temperatura correspondiente a un valor de aproximadamente -20°C, durante un transcurso de tiempo que va desde
aproximadamente 0,25 horas hasta aproximadamente 1 hora, o hasta que la reaccion, se haya completado
substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluente apropiado, tal como tolueno, xileno,
tetrahidrofurano y por el estilo.

El anion litio resultante, no se aisla, sino que, éste, se hace reaccionar in situ, con un exceso molar de N,N-
dimetilformamida, para proporcionar el compuesto 12. Generalmente, se utilizan desde aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 4 equivalentes molares de N,N-dimetilformamida. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma
tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente -70°C hasta aproximadamente 0°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una
temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente -
20°C hasta aproximadamente 0°C, durante un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 0,5 horas hasta
aproximadamente 2 horas, o hasta que la reaccion, se haya completado substancialmente. Después de haberse
completado la reaccion, el producto 12, se aisla, de una forma tipica, mediante la utilizacion de procedimientos
convencionales, tales como los consistentes en la extraccion, la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

El grupo aldehido del compuesto 12, se protege, a continuaciéon, como un acetal, procediendo a hacer reaccionar el
compuesto 12 con un alcohol 6 un diol, en presencia de un catalizador de acido. En esta reaccion, puede utilizarse
cualquier alcohol 6 diol apropiados. asi, por ejemplo, los alcoholes y dioles representativos, incluyen al metanol,
etanol, n-propanol, etilenglicol, propilenglicol y por el estilo. Generalmente, se emplea, en esta reaccién, un exceso
molar del alcohol 6 diol, de una forma preferible, desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 4 equivalentes
molares.

En esta reaccion, puede utilizarse cualquier catalizador de &cido apropiado, con objeto de facilitar la formacion del
acetal. Los ejemplos representativos de catalizadores de &cidos, incluyen, a titulo de ejemplo, al acido p-
toluenosulfonico, al acido bencenosulfénico, al acido clorhidrico, y por el estilo.

La reaccidn, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro
de unos margenes que van desde aproximadamente 50°C hasta aproximadamente 100°C, llevandose ésta a cabo,
de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van
desde aproximadamente 60°C hasta aproximadamente 80°C, durante un transcurso de tiempo que va desde
aproximadamente 12 horas hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la reaccién, se haya completado
substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en diluente apropiado, tal como tolueno, xileno y por
el estilo. De una forma tipica, la reaccién, se lleva a cabo de tal forma que ésta permita el hecho de que, el agua
producida, pueda retirarse, tal como, por ejemplo, mediante destilacion azeotrépica , 0 mediante el uso de tamices
moleculares. Después de haberse completado la reaccion, el producto 13, se aisla, de una forma tipica, mediante la
utilizacion de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la extraccion, la recristalizacion, la
cromatografia, y por el estilo. De una forma alternativa, la mezcla de reaccién que contiene el compuesto 13, puede
utilizarse directamente, en la siguiente etapa de la sintesis.

Después de la formacion del acetal, el grupo amino del compuesto 1, se desprotege, mediante la utilizacion de
reactivos y condiciones estandar, para formar el compuesto 14. Asi, por ejemplo, si pa y P* son grupos bencilos, el
compuesto 13, puede desprotegerse mediante la utilizacion de hidréogeno, y de un catalizador, tal como un
catalizador de paladio. Los ejemplos representativos de catalizadores, incluyen, a titulo de ilustracién, al paladio
sobre carbono, hidroxido de paladio sobre carbono, o por el estilo. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma
tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 20°C hasta aproximadamente 50°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una
temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente
25°C hasta aproximadamente 30°C, durante un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 4 horas hasta
aproximadamente 12 horas, o hasta que la reaccion, se haya completado substancialmente. Generalmente, esta
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reaccion, se lleva a cabo en un diluente apropiado, tal como metanol, el etanol, las mezclas de etanol / acetato de
etilo, y por el estilo. Después de haberse completado la reaccion, el producto 14, se aisla, de una forma tipica,
mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la extraccion, la
recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

El compuesto 14, se hace reaccionar, a continuacion, con haluro de acroilo 14, en donde, X2, es cloro, bromo 6
yodo, para formar el compuesto 2. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura
correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente -20°C hasta
aproximadamente 25°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 5°C, durante
un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 0,5 horas hasta aproximadamente 6 horas, o hasta que la
reaccion, se haya completado substancialmente. Generalmente, esta reaccién, se lleva a cabo en un diluente
apropiado, tal como diclorometano y por el estilo, en presencia de una base apropiada, tal como la diisopropilamina,
la trietilamina, y por el estilo. Generalmente, en esta reaccion, se utilizan de aproximadamente 1 a aproximadamente
1,2 equivalentes molares del haluro de acriloilo, y de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 equivalentes
molares, de la base. Después de haberse completado la reaccién, el compuestos 2, se aisla, de una forma tipica,
mediante la utilizacion de procedimientos convencionales, tales como los consistentes en la extraccion, la
recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo.

Los compuestos de la férmula 2, son conocidos, en el arte especializado de la técnica, o éstos pueden prepararse
mediante materiales de partida y reactivos, los cuales se encuentran comercialmente disponibles en el mercado,
utilizando procedimientos que son conocidos. A titulo de ilustracién, los compuestos de la formula 2, pueden
prepararse de la forma que se muestra en el Esquema llI:

Esquema IV
op*
op’
? X
———— .
X3 N)J\H ’ x* H H
H ' or!
OH 17
oF!
o
— - 5
Bn'—N NJkH -
H . H
oP
18

Tal y como se muestra en el esquema 1V, los compuestos de la formula 5, pueden prepararse a partir de la férmula
14, en donde, P*, es un grupo hidroxilo-protector, tal como bencilo, y X3, es un grupo saliente, tal como cloro, bromo
0 yodo. Los compuestos de la férmula 16, son conocidos, en el arte espeuahzado de la técnica. Asi, por ejemplo, en
el documento de patente estadounidense US n° 6,268,533 B1, registrada en fecha 31 de Julio del 2001; y en el
trabajo realizado por parte de R. Hett et al., en Organic Process Research & Development 1998, 2, 96-99; se
describe la preparacion de la N- [2 benciloxi-5- ((R) -2-bromo-1-hidroxietil)fenillformamida (a saber, el enantiomero (R)
del compuesto 16, en donde, P*, es bencilo Y, X3, es bromo), a partir de la 2-bromo-4’-benciloxi-3’-nitroacetofenona,
cuya sintesis, se describe, por parte de K. Murase et al., en Chem. Pharm. Bull., 25(6) 1368-1377 (1977). En caso
deseado, la forma racémica del compuesto 16, puede prepararse, mediante la utilizacién de un agente reductor no
quiral, tal como el complejo de borano y sulfuro de dimetilo, para reducir la 2-bromo-4’-benciloxi-3’-nitroacetofenona.

El grupo hidroxilo del compuesto 16, se protege mediante la utilizacion de procedimientos y reactivos
convencionales, para proporcionar el compuesto 17, en donde, P!, es un grupo hidroxilo-protector. En una forma
particular de presentacion, el grupo hidroxilo-protector, es un grupo protector de sililo, tal como dimetilisopropilsililo,
dietilisopropilsililo, dimetilhexilsililo, tert.-butildimetilsililo, tertbutildifenilsililo, difenilmetilsililo y por el estilo. Asi, por
ejemplo, el compuesto 16, puede hacerse reaccionar con aproximadamente 0,95 equivalentes molares a
aproximadamente 1,2 equivalentes molares de cloruro de tert.-butildimetilsililo, en presencia de aproximadamente
1,1 equivalentes molares a aproximadamente 1,3 equivalentes molares de imidazol, para proporcionar el compuesto
17, en donde, P', es tert.-butildimetilsililo. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura
correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 0°C hasta
aproximadamente 50°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a la temperatura ambiente, durante un
transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 24 horas hasta aproximadamente 48 horas, o hasta que la
reaccion, se haya completado substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluente
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apropiado, tal como la N,N-dimetilformamida, y por el estilo. Después de haberse completado la reaccién, el
producto 17, se aisla, de una forma tipica, mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como los
consistentes en la extraccion, la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo. A titulo de ilustracién adicional, la
sintesis de la N-{2-benciloxi-5-[(R)-2-bromo-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etillfenil}formamida, se describe en el
Ejemplo 2, del documento de publicacion de patente estadounidense US n°® 2004/0248985 A1, publicada en fecha 9
de Diciembre del 2004.

Se procede, a continuacion, a hacer reaccionar el compuesto 17, con una bencilamina (como por ejemplo, Bu'-NH,),
para proporcionar el compuesto 18, en donde, Bn', es un grupo bencilo insustituido, o un grupo bencilo sustituido,
que tiene de 1 a 3 sustituyentes en el anillo de fenllo del grupo bencilo, seleccionado, de una forma independiente,
de entre alquilo C1.4 6 alcoxi C1.4. Los ejemplos representativos de las bencilaminas, incluyen a las bencilamina, 3,4-
dimetoxibencilamina, 4-metoxibencilamina, 4-metilbencilamina, y por el estilo. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una
forma tipica, procediendo a poner en contacto el compuesto 17, con aproximadamente 2 a aproximadamente 4
equivalentes molares de bencilamina, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos
margenes que van desde aproximadamente 40°C hasta aproximadamente 100°C, llevandose ésta a cabo, de una
forma tipica, a una temperatura comprendida dentro de unos margenes que van desde 80°C hasta 90°C, durante un
transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 5 horas hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la
reaccion, se haya completado substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluente
apropiado, tal como la N-metil-2-pirrolidona (NMP), y por el estilo. Después de haberse completado la reaccion, el
producto 18, se aisla, de una forma tipica, mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como los
consistentes en la extraccion, la recristalizacién, la cromatografia, y por el estilo.

La eliminacion del grupo bencilo, Bn', y P*, utilizando procedimientos y reactlvos convencionales, proporciona, a
continuacién, el compuesto 5. En una forma de presentacion, ambos, Bn' y Bn?, son grupo bencilo, los cuales se
eliminan en la misma mezcla de reaccion. De una forma tipica, esta reaccion, se Ileva a cabo mediante la utilizacion
de hidrégeno, y de un catalizador, tal como un catalizador de paladio. Los ejemplos representativos de catalizadores,
incluyen, a titulo de ilustracidn, al paladio sobre carbono, hidréxido de paladio sobre carbono, o por el estilo.
Generalmente, esta reaccion de desbencilacion, se lleva a cabo en presencia de un acido, tal como el acido acético,
el acido férmico, y por el estilo. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura
correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10°C hasta
aproximadamente 50°C, llevandose ésta a cabo, de una forma tipica, a la temperatura ambiente, durante un
transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 6 horas hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la
reaccion, se haya completado substancialmente. Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluente
apropiado, tal como metanol, el etanol, y por el estilo. Después de haberse completado la reaccion, el compuesto 5,
se aisla, de una forma tipica, mediante la utilizaciéon de procedimientos convencionales, tales como los consistentes
en la extraccion, la recristalizacion, la cromatografia, y por el estilo. En una forma particular de presentacion, el
compuesto 5, se aisla como la sal del acido acético.

Aquéllas personas usualmente expertas en el arte especializado de la técnica, reconoceran el hecho de que, los
compuestos de la formula |, pueden también preparase mediante otros procedimientos sintéticos. Asi, por ejemplo,
el orden particular, mediante el cual se llevan a cabo los pasos o etapas de la sintesis, pueden ser intercambiados,
o bien pueden emplearse diferentes intermediarios. A titulo de ilustracion, los compuestos de la formula 1ll:

C EAOO/\J\”
S .

en donde, Y', es -CN, -C(O)OH 6 -C(O)OR*, pueden reducirse, mediante la utlllzaC|on de procedimientos y
reactivos convenmonales para proporcionar el aldehido 4 (es decir, en donde, Y es -CHO). Adicionalmente,
ademas, tales tipos de compuestos, pueden reducirse al alcohol, a saber, en donde, Y', es -CH,OH, y el alcohol,
pl11ede oxidarse, utilizando procedimientos y reactivos estandar, para proporcionar el aldehldo 4 (a saber, en donde,
Y', es -CHO).

En caso deseado, pueden prepararse sales farmacéuticamente aceptables del compuesto de la féormula |,

procediendo a poner en contacto la forma de base libre de un compuesto de la férmula I, con una &acido
farmacéuticamente aceptable.
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Detalles adicionales referentes a las condiciones especificas de reaccion y otros procedimientos para la preparacion
de compuestos representativos de la presente invencion, o intermediarios de éstos, se describen en los ejemplos
que se proporcionan mas abajo, a continuacion.

Composiciones, Combinaciones y Formulaciones farmacéuticas

Los compuestos de la invencién, de una forma tipica, se administran, a un paciente, en forma de una composicion o
formulacion farmacéutica. Tales tipos de composiciones farmacéuticas, pueden administrarse, al paciente, mediante
cualquier ruta o via aceptable de administracion, incluyendo, aunque no de una forma limitativa en cuanto a éstas, a
las formas de administracion inhalatoria, oral, nasal, topica (incluyendo la via transdérmica) y parenteral. Se
entendera el hecho de que, en las composiciones farmacéuticas que se discuten aqui, en este documento, puede
utilizarse cualquier forma de un compuesto de la presente invencién (a saber, una base libre, una sal
farmacéuticamente aceptable, un solvato, etc.) que sea apropiada para una forma particular de administracion.

Correspondientemente en concordancia, en uno de los aspectos de sus composiciones, la invencion, se dirige a una
composicion farmacéutica, la cual comprende un portador (soporte) o excipiente farmacéuticamente aceptable, y
una cantidad terapéuticamente efectiva, de un compuesto de la férmula I. De una forma opcional, tales
composiciones, pueden contener otros agentes terapéuticos y / o agentes de formulacion, en caso deseado.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, contienen, de una forma tipica, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula I. Aquéllas personas expertas en el arte especializado de
la técnica, reconoceran, no obstante, el hecho de que, una composicién farmacéutica, puede contener mas de una
cantidad terapéuticamente efectiva, es decir, composiciones a granel, o menos una cantidad terapéuticamente
efectiva, es decir, dosis unitarias individuales, designadas para la administracion multiple para lograr una cantidad
terapéuticamente efectiva.

De una forma tipica, las composiciones farmacéuticas, contendran una cantidad correspondiente a un rango
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente un 0,01 hasta aproximadamente un 95%,
en peso, del agente activo; de una forma preferible, una cantidad correspondiente a un rango comprendido dentro de
unos margenes que van desde aproximadamente un 0,01% hasta aproximadamente un 30%, en peso, del agente
activo, tal como una cantidad correspondiente a un rango comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente un 0,1 hasta aproximadamente un 10%, en peso, del agente activo.

Puede utilizarse cualquier portador (soporte), o excipiente, del tipo convencional, en las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion. La eleccion de un portador o soporte, o excipiente particular, o
combinaciones de los portadores o soportes, o los excipientes, dependera de la forma o0 modo de administracion que
se esté utilizando para tratar a un paciente particular, o tipo particular de condicién médica, o estado de la
enfermedad. En este sentido, la preparacion de una composicion apropiada, para una forma particular de
administracion, se encuentra efectivamente dentro del ambito de los conocimientos de aquéllas personas expertas
en los artes especializados de la técnica farmacéutica.

Los portadores (soportes) o excipientes utilizados en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se
encuentran comercialmente disponibles en el mercado. Asi, por ejemplo, tales materiales, pueden comprarse en el
mercado, de procedencia de la firma Sigma (St. Louis, MO). A titulo de ilustracion adicional, las técnicas
convencionales de formulacion, se encuentran descritas en Remington: The Science y Practice de Pharmacy, 20th
Edition, - La ciencia y la practica de la farmacia, 20° Edicién -, Lippincott Williams & White, Baltimore, Marily (2000); y
en H. C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms y Drug Delivery Systems, 7th Edition, - Formas de dosificacion
farmacéuticas y sistemas de suministro de farmacos, 72 Edicion -, Lippincott Williams & White, Baltimore, Marily
(1999).

Los ejemplos representativos de los materiales que pueden servir como portadores o soportes farmacéuticamente
aceptables, incluyen, aunque no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los siguientes: (1) los azucares, tales
como la lactosa, la glucosa y la sacarosa; (2) los almidones, tales como el almidén de maiz y el almidén de patata;
(3) la celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, la etilcelulosa, y el acetato de celulosa; (4) la
goma tragacanto en polvo; (5) la malta; (6) la gelatina; (7) el talco; (8) los excipientes, tales como la manteca de
cacao, y las ceras para supositorios; (9) los aceites, tales como el aceite de cacahuete, el aceite de semilla de
algodon, el aceite de cartamo, el aceite de sésamo, el aceite de oliva, el aceite de maiz, y el aceite de semilla de
soja; (10) los glicoles, tales como el propilenglicol; (11) los polioles, tales como la glicerina, el sorbitol, el manitol, y el
polietilenglicol; (12) los ésteres, tales como el oleato de etilo, y el laurato de etilo; (13) el agar; (14) los agentes
tamponizantes, tales como el hidroxido magnésico y el hidroxido de aluminio; (15) el acido alginico; (16) el agua
exenta de pirdégenos; (17) el suero salino isotdnico; (18) la solucion de Ringer; (18) el alcohol etilico; (20) soluciones
tampodn fosfato; (21) gases propelentes, tales como los clorofluorocarbonos y los hidrofluorocarbonos; y (22) otras
substancias no toxicas, compatibles, empleadas en las composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se preparan, de una forma tipica, procediendo a mezclar
o batir a fondo e intimamente, un compuesto de la invencion, con un portador o soporte farmacéuticamente
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aceptable y uno o mas ingredientes opcionales. La mezcla resultante, uniformemente mezclada o batida, puede
conformarse, a continuacidon, o bien cargarse en tabletas, capsulas, pildoras, y por el estilo, utilizando
procedimientos y equipos convencionales.

En una forma de presentacién, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, son apropiadas para la
administracion mediante inhalacion. Las composiciones farmacéuticas apropiadas para a administracion mediante
inhalacién, seran, tipicamente, en forma de un aerosol, o en forma de una materia en polvo. Tales tipos de
composiciones, se administran, de una forma general, mediante la utilizaciéon de dispositivos de suministro que se
conocen bien, en el arte especializado de la técnica, tales como los consistentes en un inhalador de dosis medida
(dosificada)(MDI- [del inglés metered-dose inhaler]-), un inhalador de materia seca en polvo (DPI- [del inglés, dry
powder inhaler]-), o dispositivos de suministro similares.

En una forma especifica de presentacién de la presente invencién, la composiciéon farmacéutica que comprende el
agente terapéutico, se administra mediante inhalacion, mediante la utilizaciéon de un inhalador nebulizador. Tales
tipos de dispositivos nebulizadores, de una forma tipica, producen una corriente de aire de alta velocidad, el cual
provoca el que la composicion farmacéutica que comprende el agente terapéutico, se proyecte mediante
pulverizacion (spray), como una neblina, la cual se transporta al interior del tracto respiratorio del paciente.
Correspondientemente en concordancia, cuando se formula para su uso en un inhalador nebulizador, el agente
terapéutico, de una forma tipica, se disuelve en un portador o soporte apropiado, en forma de una solucién. De una
forma alternativa, el agente terapéutico, puede micronizarse y combinarse con un portador o soporte apropiado, para
formar una suspensién de particulas micronizadas. Los dispositivos nebulizadores apropiados para la administracién
de agentes terapéuticos, mediante inhalacion, se conocen bien, por parte de aquéllas personas expertas en el arte
especializado de la técnica, o bien, estos dispositivos, se encuentran comercialmente disponibles en el mercado.
Asi, por ejemplo, los dispositivos o productos nebulizadores representativos, incluyen al inhalador del tipo “Respimat
Softmist Inhalaler” (Boehringer Ingelheim); al sistema de suministro pulmonar del tipo “AERx Pulmonary Delivery
System” (Aradigm Corp.); al nebulizador del tipo “PARI LC Plus Reusable Nebulizer (Pari GmbH)”; y por el estilo.

Una composicidon farmacéutica representativa para su uso en un inhalador nebulizador, comprende una solucion
acuosa, isotdnica, que comprende una cantidad correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes
que van desde aproximadamente 0,05 ug/ml, hasta aproximadamente 10 mg/ml de un compuesto de la férmula I. En
una forma de presentacion, tal tipo de solucién, tiene un valor pH correspondiente a un valor que va desde
aproximadamente 4 hasta aproximadamente 6.

En otra forma especifica de presentacion de la presente invencion, la composicidon farmacéutica que comprende el
agente terapéutico, se administra mediante inhalaciéon, mediante la utilizacién de un inhalador de materia seca en
polvo, Tales tipos de inhaladores de materias secas en polvo, de una forma tipica, administran el agente terapéutico,
como una materia en polvo, que fluye libremente (materia en polvo suelta), la cual se dispensa, a la corriente de aire
de un paciente, durante la inspiracion. Con objeto de lograr una materia que fluya libremente, el agente terapéutico,
de una forma tipica, se formula con un excipiente apropiado, tal como la lactosa, el almidén, el manitol, la dextrosa,
el acido poliacético (PLA), el polilactido co-glicdlido (PLGA), o combinaciones de entre éstos. De una forma tipica, el
agente terapéutico, se microniza y se combina con un portador o soporte apropiado, para formar una mezcla o
batido apropiado para la inhalacién. Correspondientemente en concordancia, en una forma de presentacion de la
invencion, el compuesto de la féormula I, se encuentra en forma micronizada.

Una composicion farmacéutica representativa, para su uso en un inhalador de materia seca en polvo, comprende
lactosa molida, seca, y particulas micronizadas de un compuesto de la férmula I.

Tal tipo de formulacion en polvo, seco, puede realizarse, por ejemplo, procediendo a combinar la lactosa con el
agente terapéutico y, a continuacion, procediendo a mezclar los componentes, en seco. De una forma alternativa, en
caso deseado, el agente terapéutico, puede formularse sin un excipiente. La composicion farmacéutica, se carga, a
continuacién, al interior del dispensador de materia en polvo, seca, o al interior de cartuchos o capsulas de
inhalacion, para su uso con un dispositivo de suministro de materia en polvo, seca.

Los dispositivos de suministro inhaladores de materia en polvo, seca, apropiados para la administracién de agentes
terapéuticos por inhalacién, se conocen bien, por parte de aquéllas personas expertas en el arte especializado de la
técnica, o bien, dichos dispositivos, se encuentran comercialmente disponibles en el mercado. Asi, por ejemplo, los
dispositivos o productos de suministro inhaladores de materia en polvo, seca, incluyen a los siguientes: Aeolizer
(Novartis); Airmax (IVAX); ClickHaler (Innovata Biomed); Diskhaler (GlaxoSmithKline); Diskus/Accuhaler
(GlaxoSmithKline); Easyhaler (Orion Pharma); Eclipse (Aventis); FlowCaps (Hovione); Handihaler (Boehringer
Ingelheim); Pulvinal (Chiesi); Rotahaler (GlaxoSmithKline); SkyeHaler/Certihaler (SkyePharma); Twisthaler
(Schering-Plough); Turbuhaler (AstraZeneca); Ultrahaler (Aventis); y por el estilo.

En todavia otra forma especifica de presentacion de la presente invencién, la composicion farmacéutica que
comprende el agente terapéutico, se administra mediante inhalacion, utilizando un inhalador de dosis dosificada.
Tales tipos de inhaladores de dosis dosificadas, descargan, tipicamente, una cantidad medida del agente
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terapéutico, mediante la utilizacion de un gas propelente. Correspondientemente en concordancia, las
composiciones farmacéuticas administradas mediante la utilizacion de un inhalador de dosis dosificadas,
comprenden, de una forma tipica, una solucién o suspension del agente terapéutico, en un propelente licuado.
Puede emplearse cualquier propelente licuado, incluyendo a los clorofluorocarbonos, tales como el CClsF, y los
hidrofluoroalcanos (HFAs), tales como el 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134a) y el 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-
propano, (HFA 227). Debido a las preocupaciones concernientes a los clorofluorocarbonos, en cuanto a lo referente
a que éstos afectan a la capa de ozono, se preparan, generalmente, formulaciones que contienen HFA. Los
compuestos opcionales adicionales de las formulaciones de HFA, incluyen a co-disolventes, tales como el etanol o el
pentano, y los tensioactivos, tales como el triolato de sorbitan, el acido oléico, la lecitina, y la glicerina.

Una composiciéon farmacéutica representativa para su uso en un inhalador de dosis dosificada, comprende un
porcentaje comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente un 0,01% hasta
aproximadamente un 5%, en peso, de un compuesto de la férmula I; un porcentaje comprendido dentro de unos
margenes que van desde aproximadamente un 0% hasta aproximadamente un 20%, en peso, de etanol; y un
porcentaje comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente un 0% hasta aproximadamente
un 5%, en peso, de tensioactivo; siendo, el resto, un propelente de HFA.

Tales tipos de composiciones, se prepararan, tipicamente, mediante la adicion de un hidrofluoroalcano enfriado o
presurizado, a un recipiente contendor que contiene el agente terapéutico, etanol (en caso de que éste se encuentre
presente), y el tensioactivo (en caso de que éste se encuentre presente). Para preparar una suspension, el agente
terapéutico, se microniza y, a continuacion, éste se combina con el propelente. Se procede, a continuacion, a cargar
la formulacién, en el interior de una lata o bote de aerosol, el cual forma una porcién de dispositivo inhalador de
dosis dosificadas.

Los dispositivos inhaladores de dosis dosificadas apropiados para la administracion de agentes terapéuticos
mediante inhalacion, se conocen bien, por parte de aquéllas personas usualmente expertas en el arte especializado
de la técnica, o bien, tales tipos de dispositivos, se encuentran comercialmente disponibles en el mercado. Asi, por
ejemplo, los dispositivos o productos inhaladores de dosis dosificadas, incluye a los siguientes: Flovent
(GlaxoSmithKline); Maxair Inhaler (3M); Proventil Inhaler (Schering); Serevent Inhalation Aerosol (GlaxoSmithKline);
y por el estilo.

En otra forma de presentacion, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, son apropiadas para la
administracion oral. Las composiciones farmacéuticas apropiadas para la administracion oral, pueden ser en forma
de capsulas, de tabletas, de pildoras, de pastillas, de comprimidos, de grageas, de materias en polvo, de granulos
(granulados); o en forma de una solucién o suspension, en un liquido acuoso o no acuoso; o en forma de una
emulsién del tipo aceite en agua o del tipo agua en aceite; o en forma de un elixir o un jarabe; conteniendo, cada uno
de ellas, una cantidad predeterminada de un compuesto de la presente invencion, como un ingrediente activo.

Cuando las composiciones farmacéuticas de la invencion estan previstas para la administracién oral, en una forma
de dosificacion sdlida (a saber, como céapsulas, tabletas, pildoras, y por el estilo), éstas, comprenderan, de una
forma tipica, el compuesto de la presente invencion, como agente activo y uno o mas portadores o soportes
farmacéuticamente aceptables, tales como el citrato sddico o el fosfato dicalcico. Opcionalmente, o de una forma
alternativa, tales tipos de formas de dosificacion sélida, pueden también comprender: (1) cargas o extensores, tales
como los almidones, la celulosa microcristalina, la lactosa, la sacarosa, la glucosa, el manitol, y o / el acido silicico;
(2) ligantes, tales como la carboximetilcelulosa, los alginatos, la gelatina, la polivinilpirrolidona, la sacarosa y / o la
acacia; (3) humectantes, tales como el glicerina; (4) agentes desintegrantes, tales como el agar — agar, el carbonato
célcico, el almidon de patata o de tapioca, el acido alginico, ciertos silicatos, y / o el carbonato sddico; (5) agentes
retardantes de la solucion, tales como la parafina; (6) acelerantes de la absorcion, tales como los compuestos de
amonio cuaternario; (7) agentes hidratantes, tales como el cetilalcohol y / o el monoestearato de glicerol; (8)
absorbentes, tales como el caolin y / o la arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como el talco, el estearato calcico,
el estearato magnésico, los polietilenglicoles solidos, el lauril-sulfato sodico, y / o mezclas de entre éstos; (10)
agentes colorantes; y (11) agentes tamponizantes.

Agentes de liberacion, agentes humectantes o hidratantes, agentes de recubrimiento, edulcorantes, saborizantes
(condimentos), agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes, pueden también encontrarse presentes en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion. Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente
aceptables, incluyen a: (1) los antioxidantes solubles en agua, tales como el acido ascérbico, el clorhidrato de
cisteina, el bisulfato sodico, el metabisulfito sddico, el sulfito sddico, y por el estilo; (2) los antioxidantes solubles en
aceite, tales como el palmitato de ascorbilo, el hidroxianisol butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado (BHT), la
lecitina, el galato de propilo, el alfa-tocoferol, y por el estilo; y (3) los agentes quelantes de metales, tales como el
acido citrico, el acido etilendiamino-tetraacético (EDTA), el sorbitol, el acido tartarico, el acido fosférico y por el estilo.
Los agentes de recubrimiento, para tabletas, capsulas, pildoras y por el estilo, incluyen a aquéllos que se utilizan
para recubrimientos entéricos, tales como el ftalato-acetato de celulosa (CAP), el ftalato-acetato de polivinilo (PVAP),
el ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, los copolimeros de acido metacrilico — éster del acido metacrilico, el acetato-
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trimelitato de celulosa (CAT), la carboximetiletilcelulosa (CMEC), el acetato-succinato de hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMCAS), y por el estilo.

En caso deseado, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, pueden también formularse para
proporcionar una liberacion lenta o controlada del agente activo, utilizando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa,
en proporciones variables, u otras matrices de polimeros, liposomas y / o microesferas.

Adicionalmente, ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, pueden contener, de una forma
opcional, agentes opacificantes, y éstos pueden formularse de tal forma que, éstos, liberen el ingrediente activo,
Unicamente, o de una forma preferente, en una determinada porcién del tracto gastrointestinal, opcionalmente, en
una forma retardada. Los ejemplos de composiciones integradas, las cuales pueden utilizarse, incluyen a las
substancias poliméricas y a las ceras. El agente activo, puede también ser en una forma micro-encapsulada, en
caso apropiado, con uno o mas de los excipientes anteriormente descritos, arriba.

Las formas de dosificacion liquidas apropiadas, para la administracion oral, incluyen, a titulo de ilustracion, a las
emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires, farmacéuticamente aceptables. Tales
tipos de formas de dosificaciéon liquidas, comprenden el ingrediente activo, y un diluyente inerte, tal como, por
ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes, y emulsionantes, tal como el alcohol etilico, el alcohol
isopropilico, el carbonato de etilo, el acetato de etilo, el alcohol bencilico, el benzoato de etilo, el propilenglicol, el
1,3-butilenglicol, los aceites (como por ejemplo, el aceite de semilla de algodon, el aceite de cacahuete, el aceite de
maiz, el aceite de germen (de trigo), el aceite de oliva, el aceite de ricino y el aceite de sésamo), el la glicerina, el
tetrahidrofuril-alcohol, los polietilenglicoles, y los ésteres de acidos grados de sorbitan, y las mezclas de entre éstos.
Las suspensiones, pueden contener agentes de suspension, tales como, por ejemplo, los isoestearil-alcoholes
etoxilados, el polioxietilensorbitol y los ésteres de sorbitan, la celulosa microcristalina, el metahidréxido de aluminio,
la bentonita, el agar — agar y la goma de tragacanto, y mezclas de entre éstos.

Cuando las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, estan previstas para la administracion oral, éstas
pueden entonces envasarse en una forma de dosificacion unitaria. El término “forma de dosificaciéon unitaria”, se
refiere a una unidad fisicamente discreta, apropiada para dosificar, a un paciente, a saber, comprendiendo, cada
unidad, una cantidad predeterminada de agente activo, calculado para producir el efecto terapéutico deseado, bien
ya sea sola, o en combinaciéon con uno o mas unidades adicionales. Asi, por ejemplo, tales tipos de de formas de
dosificacion unitaria, pueden ser capsulas, tabletas, pildoras, y por el estilo, o envases unitarios apropiados para la
administracion parenteral.

Los compuestos de la invencion, pueden también administrarse transdermalmente, utilizando sistemas de suministro
y excipientes, los cuales son conocidos. Asi, por ejemplo, el compuesto, puede mezclarse con mejorantes de
permeacion, tales como los consistentes en propilenglicol, monolaurato de polietilenglicol, azacicloalcan-2-onas, y
por el estilo, e incorporarse en un parche, o un sistema similar de suministro. Pueden utilizarse excipientes
adicionales, tales como los consistentes en agentes gelificantes, emulsionantes y tampones, en tales tipos de
composiciones transdérmicas, en caso deseado.

Los compuestos de la presente invencion, pueden también administrarse parenteralmente (como por ejemplo,
mediante inyeccién subcutanea, intravenosa, intramuscular, o intraperitoneal). Para la administraciéon parenteral, un
compuesto de la férmula |, de una forma tipica, se disuelve en un vehiculo apropiado para la administracion
parenteral, tal como una solucién acuosa estéril, una solucién salina, un aceite vegetal y por el estilo. A titulo de
ilustracién, una composicién intravenosa, comprende, de una forma tipica, una solucién acuosa, estéril, de un
compuesto de la formula I, en donde, la solucién, tiene un pH correspondiente a un valor que va desde
aproximadamente 4 hasta aproximadamente 7.

En caso deseado, los compuestos de la presente invencion, pueden administrarse en combinacion con uno 0 mas
agentes terapéuticos adicionales, distintos. En esta forma de presentacion, un compuesto de la presente invencion,
o bien se mezcla fisicamente con el otro agente terapéutico, para formar una composicidon que contiene ambos
agentes; o cada agente se encuentra presente en composiciones separadas y distintas, las cuales se administran, al
paciente, simultaneamente o secuencialmente.

Asi, por ejemplo, un compuesto de la formula |, puede combinarse con un segundo agente terapéutico, utilizando
procedimientos y equipos convencionales, para formar una composicion que comprende un compuesto de la formula
| y un segundo agente terapéutico. Adicionalmente, ademas, los agentes terapéuticos, pueden combinarse con un
portador o soporte, farmacéuticamente aceptable, para formar una composicion farmacéuticamente aceptable, que
comprende un compuesto de la férmula |, un segundo agente terapéutico, y un portador o soporte
farmacéuticamente aceptable. En esta forma de presentacion, los componentes de la composiciéon, de una forma
tipica, se mezclan o se baten, para crear una mezcla fisica. La mezcla fisica, se administra, a continuacién, en una
cantidad terapéuticamente efectiva, utilizando cualesquiera rutas o vias de administracién que se han descrito aqui,
en este documento.
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De una forma alternativa, los agentes terapéuticos, pueden permanecer separados y distintos, antes de la
administracion al paciente. En esta forma de presentacion, los agentes, no se mezclan fisicamente, conjuntamente,
antes de la administracion, sino que, éstos, se administran simultaneamente, o en tiempos separados, como
composiciones separadas. Asi, por ejemplo, un compuesto de la férmula I, puede administrarse simultaneamente o
puede administrarse secuencialmente, con otro agente terapéutico, mediante la utilizacion de un dispositivo de
inhalacién, el cual emplea compartimientos separados (como por ejemplo, envases ampollas (tiras de ampollas
envasadoras), para cada agente terapéutico. De una forma alternativa, la combinacion, puede administrarse
mediante la utilizacién de dispositivos de suministro separados, es decir, mediante un dispositivo de suministro, para
cada agente terapéutico. De una forma alternativa, los agentes terapéuticos, pueden administrarse mediante la
misma ruta de administraciéon, o mediante diferentes rutas de administracion, por ejemplo, uno de ellos mediante
inhalacion vy, el otro, mediante administracion oral.

Puede utilizarse cualquier agente terapéutico compatible con los compuestos de la presente invencién, en
combinacidon con tales tipos de compuestos. En una forma particular de presentacion, el segundo agente
terapéutico, es un agente que se administra, de una forma efectiva, mediante inhalacion. A titulo de ilustracion, los
tipos de agentes terapéuticos representativos que pueden utilizarse con los compuestos de la presente invencion,
incluyen, aunque no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los agentes antiinflamatorios, tales como los
agentes antiinflamatorios esteroideos (incluyendo a los corticosteroides y a los glucocorticoides), agentes
antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs — [del inglés, esferoidal anti-inflamatory agents]-), y los inhibidores de la
PDEy,; los broncodilatadores, tales como los inhibidores de la PDE3s, los moduladores de la adenosina 2b y los
agonistas del receptor B2 adrenérgio; los agentes anti-infectivos, tales como los antibiéticos Gram-positivos, los
antibiéticos Gram-negativos, y los agentes anti-viricos; las antihistaminas; los inhibidores de proteasa, los
bloqueantes aferentes, tales como los agonistas D, y los moduladores de neuroquinina; y los antagonistas del
receptor muscarinico (agentes anticolinérgicos). En el arte especializado de la técnica, se conocen numerosos
ejemplos de tales tipos de agentes terapéuticos. Las dosis apropiadas de los otros agentes terapéuticos
administrados en combinacién con un compuesto de la presente invencion, de una forma tipica, son las
correspondientes a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 0,05 pg/dia
hasta aproximadamente 500 mg/dia.

En una forma particular de presentacion de la presente invenciéon, se administra un compuesto de la férmula |, en
combinacién con un agente antiinflamatorio esteroideo. Los agentes representativos de agentes antiinflamatorios
esteroideos que pueden utilizarse en combinacién con el compuesto de la presente invencion, incluyen, pero no de
una forma limitativa en cuanto a éstos, a los siguientes: dipropionato de beclometasona; budesonida; propionato de
butixocort; 20R-16a,17 a-[butilidenebis(oxi)]-6 a ,9 a -difluoro-11p-hidroxi-17 B-(metiltio)androsta-4-en-3-ona (RPR-
106541); ciclesonida; dexametasona; S-fluorometil-éster del acido 6a,9 a-difluoro-17 a -[(2-furanilcarbonil)oxi]-11p-
hidroxi-16 a -metil-3-oxoandrosta-1,4-dieno-17 B -carbotidico; S-fluorometil-éster del acido 6 a,9 a-difluoro-11p3-
hidroxi-16a-metil-17a-[(4-metil1-I-1,3-tiazol-5-carbonil)oxi]-3-oxoandrosta-1,4-dieno-173—carbotidico; (S)-(2-
oxotetrahidrofuran-3S-il)éster del acido 6a,9a -difluoro-11 {8 -hidroxi-16 a -metil-3-oxo-17 a -propioniloxiandrosta-1,4-
dieno-173 —carbotidico; flunisolida; propionato de fluticasona; metilprednisolona; fuorato de mometasona;
prednisolona; prednisona; rofleponida; ST-126; triamcinolonacetonida; y por el estilo, o sales de éstos,
farmacéuticamente aceptables. Tales tipos de agentes antiinflamatorios, se encuentran comercialmente disponibles
en el mercado, o éstos pueden prepararse mediante la utilizacion de procedimientos y reactivos convencionales. Asi,
por ejemplo, la preparaciéon y el uso de agentes antiinflamatorios esteroideos, se encuentra descrita en los
documentos de patente estadounidenses US No. 6,750,210 B2, registrada en fecha 5 de Junio del 2004; US No.
6,759,398 B2, registrada en fecha 6 de Julio del 2004; U.S. No. 6,537,983, registrada en fecha 25 de Marzo del,
2003; en el documento de solicitud de patente europea No. US 2002/0019378 A1, publicada en fecha 14 de Febrero
del 2002; y en las referencias que se citan en dichos documentos.

Cuando se emplea, el agente anti-inflamatorio esteroideo, éste se administra en una cantidad que produce un efecto
terapéuticamente beneficioso, cuando se administra con un compuesto de la presente invencién. De una forma
tipica, el agente antiinflamatorio antiesteroideo, se administra en una cantidad suficiente como para proporcionar una
cantidad correspondiente a un valor que va desde aproximadamente 0,05 ug hasta aproximadamente 500 ug por
dosis.

Los ejemplos que se facilitan a continuacion, ilustran composiciones farmacéuticas representativas de la presente
invencion:
Ejemplo A

Composicion en forma de materia en polvo, seca

Se procede a mezclar un compuesto micronizado de la presente invenciéon (100 mg), con lactosa molida (25 g)(por
ejemplo, lactosa, en la cual, un porcentaje de particulas, no mayor de un 85%, tiene un MMD correspondiente a un
tamafo comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 60 pm hasta aproximadamente 90
um, y un porcentaje de particulas no menor de un 15%, tiene un MMD correspondiente a un valor de menos de 15
um). Esta mezcla batida (mezclada), se carga, a continuacion, en ampollas envasadoras individuales, de una tira de
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empollas envasadoras, pelable, en una cantidad suficiente como para proporcionar una cantidad de producto de la
invencién, por dosis, correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 10 ug hasta aproximadamente 500 upg. Los contenidos de las ampollas envasadoras, se
administran mediante la utilizacion de un inhalador de materias en polvo, secas.

Ejemplo B
Composicion en forma de materia en polvo, seca

Se procede a mezclar un compuesto micronizado de la presente invencion (1 g), con lactosa molida (200 g), para
formar una composicion a granel, la cual tiene un factor de relacion de compuesto, con respecto a la latosa molida,
correspondiente a un valor de 1 : 200. La composicién mezclada, se envase en un dispositivo inhalador de materias
en polvo, capaz de suministrar una cantidad del compuesto de la invencion, por dosis, correspondiente a un valor
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10 pug hasta aproximadamente 500 pg.

Ejemplo C
Composicion en forma de materia en polvo, seca

Se procede a mezclar un compuesto micronizado de la presente invencion (100 mg), y un agente antiinflamatorio
esteroideo micronizado (500 mg), con lactosa molida (30 g). (Esta mezcla batida (mezclada), se carga, a
continuacién, en ampollas envasadoras individuales, de una tira de empollas envasadoras, pelable, en una cantidad
suficiente como para proporcionar una cantidad de producto de la invencién, por dosis, correspondiente a un valor
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10 ug hasta aproximadamente 500 pg. Los
contenidos de las ampollas envasadoras, se administran mediante la utilizaciéon de un inhalador de materias en
polvo, secas.

Ejemplo D
Composicién para inhalador de dosis dosificadas

Se procede a dispersar un compuesto micronizado de la presente invencion (10 g), en una solucion preparada
mediante la disolucion de lecitina (0,2 g) en agua desmineralizada (200 ml). La suspensién resultante, se seca
mediante proyeccidn pulverizada (spray) y, a continuacion, ésta se microniza, para formar una composicion
micronizada, la cual comprende particulas que tienen un didametro medio correspondiente a un valor de
aproximadamente 1,5 ym. La composicidon micronizada, se caga, a continuacion, al interior de cartuchos de
inhalador de dosis dosificadas, los cuales contienen 1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado, en una cantidad suficiente
como para proporcionar una cantidad de producto de la invencion, por dosis, correspondiente a un valor
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10 pug hasta aproximadamente 500 pg,
cuando ésta se administra mediante el inhalador de dosis dosificadas o medidas.

Ejemplo E

Se procede a disolver un compuesto de la presente invencién (25 mg) en una solucién salina isoténica (12 ml),
tamponada con citrato (pH 5). La mezcla, se agita, y ésta se sonifica (es decir, se trata con ultrasonidos), hasta que
se haya disuelto e compuesto. Se procede a comprobar el valor pH de la solucién y, en caso necesario, éste se
ajusta a un valor de pH 5, mediante una lenta adicion de hidréxido sédico acuoso, 1N. La solucion, se administra
mediante la utilizacion de un dispositivo nebulizador, el cual proporciona una cantidad de producto de la invencion,
por dosis, correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10
Mg hasta aproximadamente 500 ug.

Ejemplo F

Capsulas de gelatina dura

Se procede a mezclar, intimamente, un compuesto de la invencion (50 g), lactosa secada mediante proyeccion
pulverizada (spray) (440 g) y estearato magnésico (10 g). La composicion resultante, se carga, a continuacion, en
las capsulas de gelatina dura (500 mg de composicion por capsula), las cuales se administran oralmente.

Ejemplo G

Suspensioén oral

Se procede a mezclar, de una forma intima, los siguientes ingredientes, para formar una suspension, para la
administracion oral:
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Ingredientes Cantidad
Compuesto de la invencion 1,09
Acido fumarico 0,59
Cloruro sodico 2049
Metilparabeno 0,15¢g
Propilparabeno 0,059
Azlcar granulado 255¢
Sorbitol (solucién al 70%) 12,859
VEEGUM® K (silicato aluminico magnésico) 1,09
Agente saborizante (condimento) 0,035 ml
Colorantes 0,5mg
Agua destilada g.s. hasta 100 ml
Ejemplo H

Composicion inyectable:

Se procede a mezclar un compuesto de la invencion (0,2 g) con una solucion tampén 0,4 M de acetato sdédico (2,0
ml). El valor pH de la solucién resultante, se ajusta a un valor pH 4, utilizando acido clorhidrico acuoso 0,5 N, 6
hidréxido sédico acuoso 0,5 N, en la cantidad que sea necesaria y, a continuacion, la mezcla, se filtra, a través de un
filtro estéril (0,22 micrometros), para proporcionar una solucion estéril, apropiada para la administracion mediante
inyeccion

Utilidad

Los compuestos de la presente invencién, poseen ambas actividades, actividad agonista del receptor 32-adrenérgico
y actividad antagonista del receptor muscarinico y, asi, por lo tanto, se espera que, tales tipos de compuestos, sean
de utilidad como agentes terapéuticos para tratar las condiciones médicas mediatizadas por recetores [3,-
adrenérgicos o receptores muscarinicos, es decir, condiciones médica que se mejoran mediante el tratamiento con
un agonista del receptor B-adrenérgico o un antagonista del receptor muscarinico. Tales tipos de condiciones
médicas, se conocen bien, por parte de aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica, tal y como
bien ejemplificado por parte de las ensefianzas de Eglen et al., en Muscarinic Receptor Subtypes: Pharmacology
and Therapuetic Potential, - Subtipos de Receptores Muscalinicos: Farmacologia y Potencial Terapéutico, - DN&P
10(8), 462-469 (1997); por parte de las ensefiazas de Emilien et al., en Current Therapeutic Uses and Potential of
beta-Adrenoceptor Agonists and Antagonists, - Usos Potenciales y Terapéuticos de los Agonistas y Antagonistas de
Beta-adrenoreceptores -, European J. Clinical Pharm., 53(6), 389-404 (1998); y en las referencias citadas en dichos
trabajos. Tales tipos de condiciones médicas, incluyen, a titulo de ejemplo, a los trastornos o enfermedades
pulmonares asociadas con la obstruccion reversible de vias respiratorias, tales como la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (como, por ejemplo, la bronquitis sibilante o ruidosa y el enfisema), el asma, la fibrosis pulmonar,
y por el estilo. Otras condiciones, incluyen a la fatiga prematura, la depresion, el fallo cardiaco congestivo, las
enfermedades de la piel (como por ejemplo, las enfermedades psoriaticas y proliferativas de la piel), las condiciones
en donde se desea disminuir la acidez péptica (como por ejemplo, la ulceracién péptica y gastrica), y la enfermedad
de la pérdida muscular.

Correspondientemente en concordancia, en una forma de presentacion, la presente invencion, se refiere a un
compuesto de la formula I, para su uso en procedimiento para tratar un trastorno pulmonar, comprendiendo, el
procedimiento, la administracion, a un paciente en necesidad de tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva
de un compuesto de la formula |I. Cuando se usan para tratar un trastorno pulmonar, los compuestos de la presente
invencién, se administraran, de una forma tipica, mediante inhalacién en multiples dosis por dia, en una dosis
individual por dia, o en una dosis individual por semana. De una forma general, la dosis para el tratamiento de un
trastorno pulmonar, sera la correspondiente a una tasa comprendida dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 10 pg/dia hasta aproximadamente 500 ug/dia.

En uno de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a un compuesto de la férmula |, para su uso en un
procedimiento para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, comprendiendo, el procedimiento, la
administracion, a un paciente, de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la férmula I. De una
forma general, la dosis para tratar la COPD ¢ el asma, sera la correspondiente a una tasa comprendida dentro de
unos margenes que van desde aproximadamente 10 g/dia hasta aproximadamente 500 pg/dia. El término “COPD”,
se entiende, por parte de aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica, como incluyendo una
variedad de condiciones respiratorias, incluyendo a la bronquitis obstructiva crénica y al enfisema, tal y como se
ejemplifica mediante las ensefianzas de Barnes, en Chronic Obstructive Pulmonary Disease, - Enfermedad pulmonar
obstructiva crénica -, N. Engl. J. Med., 2000: 343:269-78, y en las referencias citadas en dicho trabajo.
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Cuando se administran mediante inhalacién, los compuestos de la presente invencion, tienen, de una forma tipica, el
efecto de producir una broncodilatacién. Correspondientemente en concordancia, en otro de sus aspectos, la
presente invencion, se refiere a un compuesto de la férmula |, para uso en un procedimiento de broncodilataciéon en
un mamifero, comprendiendo, el procedimiento, la administracién, a un mamifero, de una cantidad del compuesto de
la formula 1, la cual produzca broncodilatacién. De una forma general, la dosis para el tratamiento de un trastorno
pulmonar, sera la correspondiente a una tasa comprendida dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 10 pg/dia hasta aproximadamente 500 pg/dia.

Cuando se utiliza como un agente terapéutico, los compuestos de la presente invencion, se administran, de una
forma opcional, en combinacién con otro u otros agentes terapéuticos. De una forma particular, mediante la
administracion de los compuestos de la presente invencidn con un agente anti-inflamatorio esteroideo, puede
conseguirse una triple terapia, a saber, actividad agonista del receptor B;-adrenérgico, actividad antagonista del
receptor muscarinico, y actividad antiinflamatoria, mediante la utilizacién de Unicamente dos agentes terapéuticos.
Puesto que, las composiciones (y combinaciones) farmacéuticas que contienen dos agentes terapéuticos son
tipicamente mas faciles de formular y / o administrar, en comparaciéon con las composiciones que contienen tres
agentes terapéuticos, tales tipos de composiciones de dos componentes, proporcionan una significante ventaja, con
respecto a las composiciones que contienen tres agentes terapéuticos. Correspondientemente en concordancia, en
una forma particular de presentacion, las composiciones y combinaciones farmacéuticas de la presente invencion,
comprenden, de una forma adicional, un agente antiinflamatorio esteroideo.

Puesto que, los compuestos de la presente invencion, poseen ambas actividades, actividad agonista del receptor B2-
adrenérgico y actividad antagonista del receptor muscarinico, tales tipos de compuestos, son también de utilidad
como herramientas de investigacion, para investigar sistemas biolégicos de muestras que tengan receptores .-
adrenérgicos, o receptores muscarinicos. Adicionalmente, ademas, tales tipos de compuestos, son de utilidad para
el rastreo de ensayos, para descubrir, por ejemplo, nuevos compuestos que tengan ambas, actividad agonista del
receptor 2-adrenérgico y actividad antagonista del receptor muscarinico. Tales tipos de sistemas o muestras
bioldgicas, pueden comprender receptores (2-adrenérgicos y o receptores muscarinicos. En dichos estudios, pueden
emplearse cualesquiera sistemas biolédgicos o muestra biolégica que tengan receptores {z-adrenérgicos y/o
receptores muscarinicos, estudios éstos, los cuales pueden realizarse in vitro o in vivo. Los sistemas o muestras
biolégicas apropiadas para tales tipos de estudios, incluyen, aunque no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a
células, extractos celulares, membranas de plasma, muestras de tejidos, mamiferos (tales como ratones, ratas,
conejillos de indias, conejos, perros, cerdos, etc.). y por el estilo.

Cuando se utiliza como herramienta de investigacion, un sistema o muestra bioldgica, que comprende un receptor
B2-adrenérgico y/o un receptor muscarinico, de una forma tipica, se pone en contacto con una cantidad agonista del
receptor Bz-adrenérgico o antagonista del receptor muscarinico de un compuesto de la presente invencion. Los
efectos en el sistema bioldgico o muestra bioldgica, provocados por el compuesto se determinan o se miden,
entonces, mediante la utilizacion de procedimientos o equipos convencionales, tales como mediante la medicién, en
ensayos de unién de radioligandos, cambios mediatizados mediante ligandos, en un ensayo funcional o mediante la
determinacién de la cantidad de broncoproteccién proporcionada por el compuesto en un ensayo de
broncoproteccion, en un mamifero. Los ejemplos representativos de los cambios mediatizados mediante ligandos,
en un ensayo funcional, incluyen a los cambios mediatizados mediante ligandos, en monofosfato de adenosina
ciclico intracelular (cCAMP); los cambios mediatizados mediante ligandos, en la actividad de la enzima adenilil ciclasa
(la cual sintetiza a la cAMP); los cambios mediatizados mediante ligandos, en la incorporacién del 5’-02-(tio)fosfato
de guanosina ([*>S])GTP S), en membranas aisladas, via intercambio catalizado del receptor del ([*>S])GTP S);
cambios mediatizado mediante ligandos, en los iones de calcio intracelulares, libres (medidos, por ejemplo, via un
lector de placa de imagenes ligado a fluorescencia, o un dispositivo lector imagenes por fluorescencia del tipo
FLIPR®, de la firma Molecular Devices, Inc.), y por el estilo. Se espera que, los compuestos de la presente
invencioén, sean agonistas o provoquen la activacion del receptor Bz-adrenérgico y antagonistas o reductores de la
activacion de los receptores muscarinicos, en los ensayos funcionales dados aqui a conocer, en este documento, o
en ensayos de una naturaleza similar. Los compuestos de la presente invencion, se utilizaran, de una forma tipica,
en estos estudios, en una concentracién correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van
desde aproximadamente 0,1 nanomolar hasta aproximadamente 100 nanomolar.

Adicionalmente, ademas, los compuestos de la presente invencion, pueden utilizarse como herramientas de
investigacion, para evaluar otros compuestos quimicos. En un aspecto de la presente invencién, un compuesto de la
férmula |, se utiliza, como patrén estandar, en un ensayo, para permitir la comparacion de los resultados obtenidos
con un compuesto de ensayo de la formula |. Asi, por ejemplo, los datos de unién del receptor Bz-adrenérgico y / o
receptor muscarinico (segun de determinan, por ejemplo, en ensayos de desplazamiento de radioligandos, in vitro),
para un compuesto de ensayo o para un grupo de compuestos de ensayo, se compara con los datos de unién del
receptor Bz-adrenérgico y / o receptor muscarinico, para un compuesto de la férmula I, con objeto de identificar
aquéllos compuestos de ensayo, los cuales tienen un enlace o unién deseable, es decir, los compuestos de ensayo
que tienen un enlace o union correspondiente a un valor igual o superior de un compuesto de la formula I, si es que
hay alguno. De una forma alternativa, por ejemplo, pueden determinarse los efectos broncoprotectores para los
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compuestos de ensayo y un compuesto de la formula I, en un ensayo de broncoproteccion, en un mamifero, y
compararse estos datos, con objeto de identificar los compuestos de ensayo que proporcionan unos efectos
broncoprotectores iguales o superiores. Este aspecto de la invencion, incluye, como formas de presentacion
separadas, ambas (i) la generaciéon de datos de comparacion mediante la utilizaciéon de ensayos apropiados) y (ii)
los analisis de datos de ensayo, para identificar los compuesto de ensayo de interés.

Las propiedades y utilidad de los compuestos de la presente invencion, pueden demostrarse, mediante la utilizacion
de varios ensayos “in vitro” e “in vivo”, los cuales se conocen bien, por parte de aquéllas personas expertas en el
arte especializado de técnica. Asi, por ejemplo, se describen ensayos representativos, en mayor detalle, en los
ejemplos que se facilitan a continuacion.

EJEMPLOS

Las siguientes preparaciones y ejemplos, se proporcionan para ilustrar las formas especificas de presentacion y los
aspectos especificos de la presente invencion. La ilustracion de las formas especificas de presentacion y de los
aspectos especificos de la presente invencién, no pretende, no obstante, limitar el aspecto de la presente invencion,
en modo alguno, a menos de que ello se indique de una forma especifica.

Todos los reactivos, materiales de partida y disolventes utilizados en los ejemplos que se facilitan a continuacién, se
compraron de procedencia de proveedores comerciales (tales como las firmas Aldrich, Fluka, Sigma y por el estilo),
y éstos se utilizaron sin ninguna purificacién adicional, a menos de que se indique de otro modo.

En los siguientes ejemplos, los analisis de HPLC, se llevaron a cabo, de una forma tipica, mediante la utilizacion de
un instrumento de la firma Agilent (Palo Alto, CA), de la serie 100, con columnas del tipo Zorbax Bonus RP 1,2 x 50
mm, suministradas por la firma Agilent (una columna C14), que tenia un tamafio de particula de 2,5 micrometros. La
deteccion, se realizé mediante absorbancia de UV, a 214 nm. La fase movil “A”, era de un 2% de acetonitrilo, un
97,9% de agua, y un 0,1% de acido trifluoroacético (volumen / volumen / volumen); y la fase movil “B’m era de un
98,9% de acetonitrilo, un 10% de agua, y un 0,1% de acido trifluoroacético (volumen / volumen / volumen); Los datos
de HPLC (10-70), se obtuvieron con un caudal de 0,5 ml/minuto de un gradiente del 10% al 70% de la fase mévil B,
durante un transcurso de tiempo de 5 minutos; los datos de HPLC (5-35), se obtuvieron con un caudal de 0,5
ml/minuto de un gradiente del 5% al 35% de la fase moévil B, durante un transcurso de tiempo de 5 minutos; y los
datos de HPLC (10-90), se obtuvieron con un caudal de 0,5 ml/minuto de un gradiente del 10% al 90% de la fase
movil B, durante un transcurso de tiempo de 5 minutos.

Los datos de la espectrometria de masas de la cromatografia liquida (LCMS), se obtuvieron, de una forma tipica,
con un instrumento de la firma Applied Biosystems (Foster City, CA), modelo API-150EX. Los datos de LCMS-10-90,
se obtuvieron con gradiente del 10% al 90% de la fase movil B, durante un transcurso de tiempo de 5 minutos.

Las purificaciones a pequefia escala, se llevaron a cabo, de una forma tipica, mediante la utilizaciéon de un sistema
de estacion de trabajo del tipo “API 150EX Prep Workstation system” de la firma Applied Biosystems. La fase movil
“A”, era agua, que contenia un porcentaje del 0,05% de acido trifluoroacético (volumen / volumen / volumen); y la
fase movil “B”, era acetonitrilo, el cual contenia un porcentaje del 0,05% de acido trifluoroacético (volumen / volumen
/ volumen). Para las particula pequefias (tamafio de la muestra recuperada de un peso d aproximadamente 30 a 50
mg), se utilizaron, de una forma tipica, las siguientes condiciones: 20 ml/minuto de caudal; gradientes de 15 minutos,
y una columna de 20 mm x 50 mm del tipo Prisam RP, con particulas de un tamafio de 3 micrometros (de la firma
Thermo Hypersil-Keystone, Bellefonte, PA). Para las muestras mas grandes (a saber, mayores de un tamafio de
muestra cruda de aproximadamente 100 mg), se utilizaron, de una forma tipica, las siguientes condiciones. 60
ml/minuto de caudal; gradientes de 30 minutos, y columna Microsorb de 41,4 mm x 250 mm, con particulas de 10
micrometros (de la firma Varian, Palo Alto, CA).

Ejemplo 1
Piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

Se procedié a calentar, conjuntamente, isocianatos de 2 bifenilo (97,5 g, 521 mmol) y 4-hidroxi-1-bencilpiperidina
(105 g, 549 mmol) (ambos, comercialmente disponibles, en el mercado, de procedencia de la firma Aldrich,
Milwaukee, WI), a una temperatura de 70 °C, durante un transcurso de tiempo de 12 horas, durante cuyo transcurso
de tiempo, se controld la formacién del 1-bencilpiperidin-4-il-éster de | acido bifenil-2-ilcarbamico, mediante LCMS.
La mezcla de reaccion, se enfrio, a continuacion, a una temperatura de 50°C, y afiadié etanol (1 1), y a continuacion,
acido clorhidrico 6M (191 ml), de una forma lenta. Se procedio, a continuacién, a enfriar la mezcla de reaccion, a la
temperatura ambiente, y se afadié formiato amodnico (98,5 g, 1,56 mol), y se hizo burbujear gas nitrégeno, a través
de la solucion, de una forma vigorosa, durante un transcurso de tiempo de 20 minutos. Se procedio, a continuacion,
a afadir Paladio (10%, en peso (referido a base seca) sobre carbono (20 g). La mezcla de reaccion se calento, a
una temperatura de 40°C, durante un transcurso de tiempo de 12 horas y, a continuacion, ésta se filtr6, a través de
un tampén de Celite. Se procedid, a continuacion, a eliminar el disolvente, bajo la accién de presién reducida, y se
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afadio acido clorhidrico 1M(40 ml), al residuo crudo. Se procedid, a continuacion, a afiadir hidréxido sddico, con
objeto de ajustar el pH a un valor de 122. La capa acuosa, se extrajo con acetato de etilo (2 x 150 ml) y ésta se seco
(sulfato magnésico) y, a continuacion, el disolvente, se elimind, bajo la accién de presién reducida, para proporcionar
el piperidin-4-il-éster del &cido bifenil-2-ilcarbamico (155 g, 100%). HPLC (10-70) Rt = 2,52; MS m/z: [M + H']
calculado para C1gH20N202297,15; encontrado 297,3.

Ejemplo 2
Acido 3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-ilJpropiénico

A una solucién de piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (50 g, 67,6 mmol) en diclorometano (500 ml) se
le afadié acido acrilico (15,05 ml, 100 mmol). La mezcla resultante, se calentd, a una temperatura de 50 °C bajo la
accion del reflujo, durante un transcurso de tiempo de 18 horas, y a continuacion, se eliminé el disolvente. Después,
se afiadio metanol (600 ml) y, esta mezcla, se calentd, a una temperatura de 75 °C, durante un transcurso de tiempo
de 2 horas y a continuacion, ésta se enfrio, a la temperatura ambiente, para formar una suspension espesa. El
solido, se recolecté mediante filtrado, se lavé con metanol (50 ml) y se secd al aire, para proporcionar el acido 3-[4-
(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-ilJpropidnico (61 g, 96% pureza) como una materia en polvo de color blanco.

Ejemplo 3

Sal del acido acético de la N-{5-[(R)-2-amino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}-formamida
Etapa A

N-{5-[(R)-2-Bencilamino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-benciloxifenil}formamida

Se procedié a anadir, a un matraz de tres bocas, de fondo redondeado, de 500 ml de capacidad util, N-{2-benciloxi-
5-[(R)-2-bromo-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]fenil}formamida (100 g, 215 mmol) y N-metil-2-pirrolidona (300 ml). A
continuacion, se afiadid bencilamina (69,4 ml, 648 mol) y, la mezcla de reaccion, se rocid con nitrogeno. A
continuacion, la mezcla de reaccion, se calentd, a una temperatura de 90 °C, y se agité durante un transcurso de
tiempo de aproximadamente 8 horas. La mezcla de reaccion, se enfrid, a continuacion, a la temperatura ambiente, y
se procedio a afadir agua (1,5 |) y acetato de etilo (1,5 I). Las capas, se separaron y la capa organica, se lavo con
agua (500 ml), una mezcla 1:1 de agua y salmuera saturada (500 ml total), y a continuacion, otra vez con agua (500
ml). La capa organica se seco, a continuacion, sobre sulfato magnésico anhidro, se filtrd, y se concentrd, bajo la
accion de presion reducida, para proporcionar la N-{(5-[(R)-2-bencilamino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-
benciloxifenil}formamida cruda (100 g, 90% de rendimiento productivo, 75-80% de pureza), como un aceite espeso,
de tonalidad naranja — marron.

Etapa B
Sal del acido acético de la N-{5-[(R)-2-amino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}-formamida

Se procedié a disolver N-{5-[(R)-2-bencilamino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-benciloxifenil}formamida (100 g,
194 mmol), en metanol (1 1) y acido acético (25 ml, 291 mmol). La mezcla resultante, se purgé con nitrégeno puroy a
continuacion, se afiadié hidroxido de paladio sobre carbono (20 g, 20% en peso, aproximadamente 50% de agua).
Se procedié a hacer burbujear hidrégeno, a través de la mezcla de reaccion, mediante agitacion, a la temperatura
ambiente, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 10 horas. Se procedid, a continuacion, a purgar la
mezcla con nitrégeno puro y, la mezcla, se filtr6 a través de Celite. El filtrado, se concentr6 en un evaporador
rotativo, y a continuacion, se procedi6 a afiadir acetato de etilo (600 ml) al residuo. Esta mezcla, se agitd, durante un
transcurso de tiempo de aproximadamente 2 horas, después de cuyo transcurso de tiempo, se habia desarrollado
una suspension espesa, de color amarillo. La suspension, se filtrd, y el precipitado, se seco al aire, para proporcionar
la sal del acido acético de la N-{5-[(R)-2-amino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}formamida (48 g, 98%
de pureza) como un sélido de color amarillo-blanco. LCMS (10-70) R; = 3,62; [M + H] encontrado 311,3.

Ejemplo 4

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster
del &cido bifenil-2-ilcarbamico

Etapa A
2,5-Dimetil-4-nitrobenzoato de metilo

A una solucion en régimen de agitacion de acido 2,5-dimetil-4-nitrobenzéico (480 mg, 2,4 mmol) en metanol seco
(8,2 ml), a una temperatura de 0°C, y bajo nitrégeno puro, se le afiadié cloruro de tionilo (0,538 ml, 7,38 mmol). La
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mezcla resultante, se dej6é calentar a la temperatura ambiente, y ésta agitd, durante un transcurso de tiempo de
aproximadamente 7 horas. Se le afadié cloruro de tionilo adicional (0,300 ml), y se continué con el régimen de
agitacion, a la temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche. Se procedié a eliminar el disolvente,
bajo la accion de presion reducida, y el residuo, se disolvié, en acetato de etilo. Esta solucion, se lavé con
bicarbonato sédico, acuoso, saturado, se secé sobre sulfato sédico anhidro, y se concentré bajo la accion de presion
reducida, para proporcionar el 2,5-dimetil-4-nitrobenzoato de metilo (578 mg) como un sélido de color amarillo
palido. HPLC (10-70) Rt = 4,61; "H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 2,57 (3 H, s), 2,61 (3H,s),3,94 (3H,s),7,82(1H,s),
7,87 (1 H, s).

Etapa B
4-Amino-2,5-dimetilbenzoato de metilo

A una solucién en régimen de agitacion de 2,5-dimetil-4-nitrobenzoato de metilo (523 mg, 2,5 mmol) en una mezcla
9:1 de metanol y agua (25 ml total), a una temperatura de 0°C, se le afiadié cloruro aménico (401 mg, 7,5 mmol). Se
procedié a afadir zinc (1,63 g, 25 mmol), mediante procedimiento de goteo y, la mezcla resultante, se agitd, a la
temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche. La mezcla de reaccion, se filtr6, a continuacion, a
través de Celite y el tampon de Celite, se lavé con metanol. Se procedié a concentrar el filtrado, bajo la accion de
presion reducida, y el residuo resultante, se disolvié, en acetato de etilo. Esta solucién, se lavé con bicarbonato
sédico, acuoso, saturado, se secd sobre sulfato sdédico anhidro, y se concentrd bajo la acciéon de presién reducida,
para proporcionar el 4-amino-2,5-dimetilbenzoato de metilo (450 mg) como un aceite de color amairillo. 'H NMR (300
MHz, CDCls) 6 2,14 (3 H, s), 2,53 (3H, s), 3,83 (3H,s),3,85(2H, brs), 6,48 (1H,s),7,72(1H,s).

Etapa C
4-{3-[4-(Bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-ilJpropionilamino}-2,5-dimetilbenzoato de metilo

A una solucién en régimen de agitacion de acido 3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-ilJpropiénico (670 mg, 1,82
mmol) y

4-amino-2,5-dimetilbenzoato de metilo (390 mg, 2,18 mmol) en diclorometano (3,6 ml) y diisopropiletilamina (0,413
ml) se le afiadié hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU) (829 mg, 2,18mmol).
La mezcla resultante, se agité, a la temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche. Se procedid, a
continuacion, a lavar la mezcla, con bicarbonato sddico acuoso, saturado, se seco sobre sulfato sddico anhidro, se
filtrd, y se concentrd, bajo la accién de presion reducida. El residuo se purificd, mediante cromatografia sobre gel de
silice eluyendo con diclorometano, con un contenido del 3% al 5% de metanol, para proporcionar el 4-{3-[4-(bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-1-iljpropionilamino}-2,5-dimetilbenzoato de metilo (568 mg, 59% de rendimiento productivo).
LCMS (10-70) Rt = 4,55; [M + H*] encontrado 530,4.

Etapa D
1-[2-(4-Hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido 4-bifenil-2-ilcarbamico

A una solucién en régimen de agitacion de hidruro de litio y aluminio 1M en THF (1,52 ml, 1,52 mmol), a una
temperatura de 0°C, se le anadié 4-{3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-ilJpropionilamino}-2,5-dimetilbenzoato
de metilo (400 mg, 0,76 mmol). La mezcla resultante, se agitd, a una temperatura de 0°C, durante un transcurso de
tiempo de 30 minutos y a continuacion, se le afiadié una mezcla 1:1 de hidréxido sédico acuoso 1M (5 ml) y agua (5
ml), y se continud con el régimen de agitacion, durante un transcurso de tiempo de 2 horas. Se procedid, después, a
afadir diclorometano y, la capa organica, se separo, se sec6 sobre sulfato sddico y, el disolvente, se elimind, bajo la
accion de presion reducida. El residuo, se purificé, mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con
diclorometano que contenia un porcentaje del 5% metanol, para proporcionar el 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbdmico. LCMS (10-70) Ry = 3,94; [M + H']
encontrado 502,5.

Etapa E
1-[2-(4-Formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucién de 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico
(151 mg, 0,3 mmol) en diclorometano (3 ml), a una temperatura de 0°C, se le afiadié dimetilsulféxido (128 pl, 1,8
mmol) y diisopropiletilamina (157 pl, 0,9 mmol). Después de un transcurso de tiempo de 15 minutos, se procedié a
afadir un complejo de triéxido de azufre y piridina (143 mg, 0,9 mmol), y se continud con el régimen de agitacion, a
una temperatura de 0°C, durante un transcurso de tiempo de 1 hora. Se procedi6 a afiadir agua, con objeto de
extinguir la reaccion y, las capas, se separaron. La capa organica, se sec6 sobre sulfato sédico anhidro, se filtr6 y, el
disolvente, se elimind, bajo la accion de presion reducida, para proporcionar el 1-[2-(4-formil-2,5-
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dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-carbamico (150 mg, 100% de rendimiento productivo),
el cual se utilizd, sin ninguna purificacién adicional. [M + H'] encontrado 500,4.
Etapa F

1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-Butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

Se procedi6 a agitar una solucién de 1-[2-(4-formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-
ilcarbamico (150 mg, 0,30 mmol) y N-{5-[(R)-2-amino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}formamida (112
mg, 0,36 mmol) en una mezcla 1:1 de diclorometano y metanol (3,0 ml total), a la temperatura ambiente, durante un
transcurso de tiempo de 30 minutos. Se procedié a afadir triacetoxiborohidrato sédico (191 mg, 0,9 mmol) vy, la
mezcla resultante, se agitdé, a la temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche. Después, se
procedié a anadir acido acético, con objeto de extinguir la reaccién y, la mezcla, se concentrd, bajo la accién de
presion reducida, para proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)
etilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico, el cual se utilizo, sin
ninguna purificacién adicional. LCMS (10-70) R; = 4,55; [M + H'] encontrado 794,6.

Etapa G

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una suspension del 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il- éster del acido bifenil-2-ilcarbdmico (238 mg, 0,30 mmol) en diclorometano
(3,0 ml), se le afadié tetrahidrofluoruro de trietilamina (147 pg, 0,90 mmol). Esta mezcla, se agito, a la temperatura
ambiente, durante el transcurso de toda la noche y, a continuacion, la mezcla, se concentrd, bajo la accion de
presion reducida. El residuo, se purificd, mediante prep-RP-HPLC (gradiente: de un 2% a un 50% de acetonitrilo en
agua, con un porcentaje del 0,05% de TFA). Las fracciones apropiadas, se recolectaron, y éstas de combinaron y
liofilizaron, para  proporcionar el  1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico, como la sal de ditrifluoroacetato (50 mg,
97% de pureza). LPLC (2-90) R; = 2,76; [M + H"] encontrado 680,8.

Ejemplo 5

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico

Etapa A
Dibencil-(4-yodo-2,5-dimetilfenil)amina

A un matraz de fondo redondeado, de 2 litros de capacidad util, y equipado con un agitador de suspendido, un
dispositivo de control de temperatura y un embudo de adicién, se le afadié 4-yodo-2,5-dimetilanilina (100,0 g, 0,405
mol) (procedente de la firma Spectra Group Limited, Inc., Millbury, OH). Se anadieron etanol (1 I) y carbonato
potasico sdlido (160 g, 1,159 mol) y, a continuacion, se afiadié bromuro de bencilo puro (140 ml, 1,179 mol), en una
porciéon. La mezcla resultante, se agitd, a una temperatura de 30 °C, durante un transcurso de tiempo de
aproximadamente 18 horas, después de cuyo transcurso de tiempo, la HPLC, mostraba un grado de conversion
superior a un porcentaje del 98% de conversién. La mezcla, se enfrid, a continuacion, a la temperatura ambiente, y
se procedi6 a afiadir hexanos (1 I). Se procedid a agitar esta mezcla, durante un transcurso de tiempo de 15 minutos
y, a continuacion, ésta se filtrd, a través de un filtro de papel, para eliminar los soélidos, y se lavé la torta de filtrado,
con hexanos (200 ml), con objeto de retirar los solidos. Mediante la utilizacién de un rotoevaporador, el volumen del
filtrado, se redujo a un volumen de aproximadamente 500 ml y, a continuacién, se procedié a afadir acido clorhidrico
concentrado (30 ml). El disolvente remanente, se elimind, a continuaciéon, mediante la utilizacion de un
rotoevaporador. Al residuo resultante, se le afiadieron hexanos (500 ml) y, esta mezcla, se agitd, durante un
transcurso de tiempo de aproximadamente 30 minutos, después de cuyo transcurso de tiempo, se habia formado
una suspension de flujo libre (suelta). Se procedid a filtrar la suspension vy, la torta de filtrado, se lavé con hexanos
(200 ml) y ésta se secd, para proporcionar clorhidrato de dibencil-(4-yodo-2,5-dimetilfenil)amina (115 g, 62% de
rendimiento productivo, 97,5% de pureza) como un sélido coloreado de tonalidad verdosa.

El clorhidrato de dibencil-(4-yodo-2,5-dimetilfenil)amina, se transfiri6 a un matraz de 3 | de capacidad util, y se
procedié a afadir tolueno (1 I) e hidréxido sédico acuoso 1 M (1 I). La mezcla resultante, se agitd, durante un
transcurso de tiempo de 1 hora y, a continuacion, las capas, se separaron. La capa orgénica, se lavd con salmuera
diluida (500 ml), y se procedi6é a eliminar el disolvente, mediante rotoevaporacion, para proporcionar la dibencil-(4-
yodo-2,5-dimetilfenil)amina (80 g) como un aceite espeso, semisdlido. (De una forma alternativa, puede utilizarse
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diclorometano, en lugar de tolueno, en esta etapa). 1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 2,05 (3 H, s), 2,19 (3 H, s), 3,90
(4 H,s),6,91(1H,s), 7,05-7,20 (10 H, m), 7,42 (1 H, s); MS [M + H'] encontrado 428.

Etapa B
Clorhidrato de 4-dibencilamino-2,5-dimetilbenzaldehido

A un matraz de tres bocas, de fondo redondeado, de 1 litro de capacidad util y equipado con un agitador suspendido,
un dispositivo de control de temperatura y un embudo de adicion, se le afiadié dibencil-(4-yodo-2,5-dimetilfenil)amina
(15 g, 35 mmol). Después, se procedié a afadir tolueno (300 ml) y, la mezcla resultante, se agité, durante un
transcurso de tiempo de aproximadamente 15 minutos. La el matraz de reaccion, se purgd con nitrégeno puro v,
éste se enfrid, a una temperatura de aproximadamente -20°C y se procedié a afadir n-butil-litio en hexanos, 1,6 M
(33 ml, 53 mmol), mediante procedimiento de goteo, via el embudo de adicién. Durante el proceso de adicion, la
temperatura interna de la mezcla de reaccién, se mantuvo a un nivel por debajo de -10°C. Cuando se hubo
completado el proceso de adicion, la mezcla resultante, se agité, a una temperatura de aproximadamente -15°C,
durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 15 minutos. A continuacién, se procedié a afadir N,N-
dimetilformamida (10 ml, 129 mmol), mediante procedimiento de goteo, al mismo tiempo que se mantenia la
temperatura interna de reaccion, a un nivel por debajo de 0°C. La mezcla resultante, se agitd, a continuacion, a una
temperatura correspondiente a un nivel comprendido dentro de unos margenes que iban desde -20°C hasta 0°C,
durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 1 hora. Se procedid, a continuacion, a afiadir acido clorhidrico
acuoso 1 M (200 ml), en un transcurso de tiempo de 5 minutos y, la mezcla resultante, se agitd, durante un
transcurso de tiempo de 15 minutos. A continuacion, las capas, se separaron y, la capa organica, se lavd con
salmuera diluida (100 ml). La capa organica, se seco, a continuacion, sobre sulfato sédico anhidro, ésta se filtr6 vy, el
disolvente, se elimind, bajo la accién de presion reducida, para proporcionar el clorhidrato de 4-dibencilamino-2,5-
dimetilbenzaldehido (11,5 g, 90% de rendimiento productivo, 95% de pureza), como un aceite espeso, el cual
solidificd, después de mantenerse en reposo. El producto, contenia un porcentaje de aproximadamente un 3% a
aproximadamente un 5% de desoido, como producto secundario. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 2,42 (3 H, s), 2,50 (3
H,s), 4,25 (4 H, s), 6,82 (1H,s), 7,10-7,30 (10 H, m), 7,62 (1 H, s), 10,15 (1 H, s); MS [M + H'] encontrado 330,3.

Etapa C
4-[1,3]Dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenilamina

A un matraz de fondo redondeado, de 500 ml de capacidad util, se le afadi6 clorhidrato de 4-dibencilamino-2,5-
dimetilbenzaldehido (11,5 g, 31,4 mmol) y tolueno (150 ml) y, la mezcla resultante, se agitd, hasta que la sal se hubo
disuelto completamente. El matraz de reaccion, se purgo, a continuacién, con nitrégeno puro, durante un transcurso
de tiempo de 5 minutos. A continuacion, se procedié a afadir etilenglicol (5,25 ml, 94,2 mmol) y acido p-
toluenosulfénico (760 mg, 6,2 mmol) y, la mezcla resultante, se calentd, a una temperatura comprendida dentro de
unos margenes que iban desde los 60°C hasta los 80°C, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 20
horas. A continuacion, el disolvente, se eliminé lentamente (en un transcurso de tiempo de aproximadamente 40
minutos), a una temperatura de 40 °C, en un evaporador rotativo. Al residuo, se afiadié tolueno (100 ml) y, el
disolvente, se elimin6 otra vez, de una forma lenta, a una temperatura de 40°C, en un evaporador rotativo. Este
procedimiento, se repitid, mediante la utilizacidén de otro alicuoto de tolueno (100 ml) y, la mezcla, se evapord hasta
secado. Se procedidé a afadir, al residuo, acetato de etilo (150 ml) y una solucién acuosa, saturada, de bicarbonato
sadico (100 ml) y, las capas, se separaron. La capa organica, se lavo con salmuera (50 ml) y, a continuacion, ésta
se seco sulfato sédico anhidro, se filtro, y se concentrd, bajo la acciéon de presién reducida, para proporcionar la
dibencil-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenil)amina cruda (11,4 g).

La dibencil-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetil-fenil)amina cruda, se disolvid, en una mezcla 2:1 de etanol y agua (150 ml
en total) y, la mezcla resultante, se purgd con nitrégeno puro, durante un transcurso de tiempo de 5 minutos. Se
procedidé a afiadir Paladio sobre carbono (2,3 g, 10% en peso, con un contenido de agua de aproximadamente un
50%) y se afiadid bicarbonato soédico (1,0 g) y, la mezcla resultante, se hidrogend, a una presion de
aproximadamente 1 atmoésfera de hidrégeno, a una temperara comprendida dentro de unos margenes que iban
desde los 25 °C hasta los 30 °C, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 8 horas. La mezcla, se filtro,
a continuacion, a través de Celite, y se procedié a concentrar el filtrado, en un evaporador rotativo, para proporcionar
la 4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenilamina cruda (5,6 g, 92% de rendimiento productivo) como un aceite espeso. 'H
NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 2,05 (3 H, s), 2,22 (3 H, s), 3,7-3,9 (4 H, m), 3,95 (4 H, s), 5,59 (1 H, s), 6,72 (1 H, s),
7,0-7,25 (11 H, m).

Etapa D
N-(4-[1,3]Dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenil)acrilamida

A un matraz de fondo redondeado, de 500 ml de capacidad util, se le afiadi6 4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenilamina
cruda (5,6 g, 29 mmol), diclorometano (100 ml) y diisopropiletilamina (7,6 ml, 43,5 mmol). La mezcla resultante, se
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agitd, a la temperatura ambiente, hasta que los ingrediente se hubieron disuelto y, a continuacién, la mezcla, se
enfrid, a una temperatura de 0°C. Se procedid, a continuacion, a afadir cloruro de acriloilo (2,35 ml, 29 mmol),
mediante procedimiento de goteo, en un transcurso de tiempo de 5 minutos. La mezcla de reaccion, se agito, a una
temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que iban desde los 0°C hasta los 5
°C, durante un transcurso de tiempo de 1 hora y, a continuacién, se procedié a afiadir agua (50 ml), y se continué
con el régimen de agitaciéon, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 30 minutos, al final de cuyo
periodo de tiempo, se habian formado sélidos finos. La mezcla, se filtrd, para recolectar los sélidos. Las capas del
filtrado, se separaron, a continuacion vy, la capa organica, se concentrd, bajo la accion de presion reducida, hasta
secado. Se procedié a afadir diclorometano (50 ml) al residuo y, esta mezcla, se agitd, hasta que se hubo
desarrollado una suspensién que fluia libremente (es decir, una suspension suelta). La suspension, se filtro,
(mediante la utilizaciéon del mismo embudo que se habia utilizado para recolectar los sélidos finos anteriores) vy, la
torta de filtrado, se lavé con diclorometano (10 ml) y se secd, para proporcionar la N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-
dimetilfenil)acrilamida (3,1 g, 97% de pureza) como un sélido de una tonalidad que iba desde el blanco, hasta un
tono blanquecino.

El filtrado procedente de arriba, se evapord, a continuacion, hasta secado, y al residuo, se le afiadié metanol (10 ml).
Esta mezcla, se agitd, a continuacion, durante un transcurso de tiempo de 15 minutos y, a continuacion, el
precipitado, se recolectdé mediante filtrado, se lavé con metanol (5 ml) y se seco, para proporcionar una segunda
cosecha de N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenil)acrilamida (0,8 g, 95% de pureza). 'H NMR (300 MHz, CD30D) &
2,10 (3 H, s), 2,23 (3 H, s), 3,85-4,10 (4 H, m), 5,60-6,40 (3 H, m), 5,59 (1 H, s), 7,18 (1 H, s), 7,23 (1 H, s).

Etapa E
Clorhidrato del 1-[2-(4-formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondeado, de 50 ml de capacidad util, se le afadié piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-
ilcarbamico (1,2 g, 4,04 mmol) y N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenil)acrilamida (1,0 g, 4,04 mmol). Se procedid, a
continuacion, a anadir etanol (10 ml) y diclorometano (10 ml) para formar una suspensién. La mezcla de reaccion se
calentd, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que iban desde los
45°C hasta los 50°C, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 18 horas y a continuacion, ésta se
enfrid, a la temperatura ambiente. Se procedid, a continuacién, a afnadir 4cido clorhidrico 1M (10 ml) y, la mezcla
resultante, se agitd, de una forma vigorosa, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 3 horas.
Después, se procedié a anadir diclorometano (10 ml) y, la mezcla resultante, se agitd, durante un transcurso de
tiempo de aproximadamente 5 minutos. A continuacion, las capas, se separaron y, la capa organica, se seco sobre
sulfato sédico anhidro, se filtrd, y se concentrd, en un evaporador rotativo, para proporcionar el clorhidrato del 1-[2-
(4-formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil—2-il-carbamico (1,9 g). 1H NMR (300 MHz,
DMSO-ds) 6 1,2-1,4 (2 H, m), 1,58-1,75 (2 H, m), 2,0-2,17 (2 H, m), 2,19 (3 H, s), 2,38 (3 H, s), 2,41-2,50 (4 H, m),
2,5-2,75 (2 H, m), 4,31-4,42 (1 H, m), 7,10-7,35 (9 H, m), 7,55 (1 H, s), 7,75 (1 H, s), 8,59 (1 H, s), 9,82 (1 H, s), 9,98
(1 H, s); MS [M + H] encontrado 500,2.

Etapa F

1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-Butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de tres bocas, de fondo redondeado, de 2 litros de capacidad util, se le afiadié clorhidrato del 1-[2-(4-
formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (38 g, 70 mmol) y sal del acido
acético de la N-{5-[(R)-2-amino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}formamida (33,6 g, 91 mmol). Se
procedié a afadir diclorometano (500 ml) y metanol (500 ml) y, la mezcla resultante, se agitd, a la temperatura
ambiente, bajo nitrégeno puro durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 3 horas. La mezcla de reaccion
se enfrio, a continuacion, a una temperatura correspondiente a un nivel comprendido dentro de unos margenes que
iban desde los 0 °C hasta los 5 °C y se procedié a anadir triacetoxiborohidrato sédico, sélido (44,5 g, 381 mmol), en
porciones, en un transcurso de tiempo de 10 minutos. La mezcla de reaccién se calenté lentamente, desde los 0°C,
hasta la temperatura ambiente, en un transcurso de tiempo de aproximadamente 2 horas y, a continuacién, ésta se
enfrid, a una temperatura de 0°C. Después, se procedié a afiadir bicarbonato soédico, acuoso, saturado, (500 ml) y
diclorometano (500 ml). Esta mezcla, se agité a fondo, cuidadosamente y, a continuacion, las capas, se separaron.
La capa organica, se lavo con salmuera (500 ml), se secd sobre sulfato sddico anhidro, se filtrd, y se concentrd, bajo
la accion de presion reducida, para proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-il-carbamico (55 g,
86% de pureza) como un sélido de color amarillo.

El producto crudo (30 g) se disolvié en diclorometano que contenia de un porcentaje de metanol del 2% (150 ml
total) y se cargé en una columna de gel de silice (300 g), la cual se habia cargado y equilibrado con diclorometano
que contenia un porcentaje del 2% de metanol y un porcentaje del 0,5% de hidréxido aménico. El producto, se eluyo,
desde la columna, mediante la utilizaciéon de diclorometano que contenia un 2% de metanol y un 0,5% hidroxido
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amonico (1 1); diclorometano que contenia un 4% de metanol y un 0,5% de hidréxido amoénico (1 1) y diclorometano
que contenia un 5% de metanol y un 0,5% de hidréxido amoénico (aproximadamente 3 ). Se recolectaron las
fracciones (200 ml) y, aquéllas fracciones que tenian una pureza mayor de un 90%, se combinaron, y se
concentraron, bajo la accion de presion reducida, para proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-(tertbutildimetilsilaniloxi)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il  éster del acido bifenil-2-il-
carbamico (21,6 g, 96,5% de pureza), como un sélido de tonalidad amarillenta. MS [M + H'] encontrado 794,6.

Etapa G

Sal de hidrofluoruro del 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-
carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondeado, de 1 litro de capacidad util, se le afiadio 1-[2-(4- {[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-
2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del &acido bifenil-2-
ilcarbamico (21,5 g, 27,1 mmol) y diclorometano (200 ml). La mezcla resultante, se agitd, a la temperatura ambiente,
hasta que los ingredientes se hubieron disuelto y, a continuacion, se procedié a afiadir trihidrofluoruro de trietilamina
(8,85 ml, 54,2 mmol) y, la mezcla resultante, se agitd, a una temperatura de 25 °C, durante un transcurso de tiempo
de aproximadamente 48 horas. Se procedio a eliminar el disolvente, en un evaporador rotativo, para proporcionar
una pasta espesa. Se procedi6 a afadir, a la pasta, diclorometano (100 ml) y acetato de etilo (200 ml) y, la mezcla
resultante, se agitd, durante un transcurso de tiempo de 30 minutos. La suspension resultante, se filtrdé lentamente,
bajo nitrdgeno puro vy, la torta de filtrado, se lavé con a una mezcla 1:2 de de diclorometano y acetato de etilo (100
ml total), se sec6 bajo la accién de nitrégeno, durante un transcurso de tiempo de 2 horas y a continuacion, se seco,
bajo la accion del vacio, durante el transcurso de toda la noche, para proporcionar la sal de hidrofluoruro del 1-[2-(4-
{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del
acido bifenil-2-il-carbamico (25 g, 96,9% de pureza), la cual consistia en un soélido duro, parecido a la arcilla. MS [M
+ H"] encontrado 680,8.

Etapa H

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-F ormilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )-etil|piperidin-4-il-éster
del 4cido bifenil-2-ilcarbamico

Se procedid a purificar la sal de hidrofluoruro del 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietil-
amino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (25 g), en columna de
fase inversa, de 6 pulgadas (fase sélida de Microsorb) en tres lotes iguales, utilizando una mezcla que iba de un 10
% a un 50 % de acetonitrilo en agua con un contenido de acido trifluoroacético del 1%, como fase movil. Las
fracciones con un grado de pureza mayor del 99%, se combinaron, y, a continuacion, éstas diluyeron, con un
volumen de agua. La mezcla resultante, se enfrid, a una temperatura de 0°C, y se afiadié bicarbonato sédico, hasta
que el pH de la mezcla, fuese de un valor de aproximadamente 7,5 a 8. Se desarrollé una suspension blanca, en un
transcurso de tiempo de aproximadamente 5 minutos. La suspension, se agitd, durante un transcurso de tiempo de
30 minutos y, a continuacion, ésta se filtrd. La torta de filtrado, se lavé con agua (500 ml) y se seco al aire, durante
un transcurso de tiempo de aproximadamente 4 horas y, a continuacion, ésta se secd, bajo la accién del vacio,
durante el transcurso de toda la noche, para proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (12 g, 99+% de
pureza), como una base libre semi-cristalina.

Ejemplo 6

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster
del &cido bifenil-2-ilcarbamico

Etapa A
1-[2-(4-[1,3]Dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenilcarbamoil etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondeado, de 500 ml de capacidad util, se le afiadieron piperidin-4-il-éster del acido bifenil-
2-ilcarb&mico (17,0 g, 58 mmol) y N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetilfenil)acrilamida (13,1 g, 52,9 mmol). Se afiadieron
etanol (150 ml) y diclorometano (150 ml), para formar una suspension. La mezcla de reaccion, se calentd, a una
temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que iban de 50 °C a 55 °C, durante
un transcurso de tiempo de aproximadamente 24 horas y, a continuacion, ésta se enfrio, a la temperatura ambiente.
Se procedié a eliminar la mayor parte del disolvente, en un evaporador rotativo, dando ello como resultado una
suspension espesa. Después, se le afadio etanol (grado reactivo), para formar un volumen total de
aproximadamente 200 ml y, la mezcla resultante, se calenté a una temperatura de 80 °C y, a continuacién, ésta se
enfrié, lentamente, a la temperatura ambiente. La suspension espesa y de tonalidad blanca resultante, se filtrd, se
lavd con etanol (20 ml) y ésta se secd, bajo la accién del vacio, para proporcionar el 1-[2-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-
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dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (23,8 g, aproximadamente 98% de pureza),
como un sélido de color blanco.

Etapa B
1-[2-(4-Formil-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del &cido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondeado, de 500 ml de capacidad dutil, se le afadié 1-[2-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etillpiperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (15 g, 27,6 mmol) y acetonitrilo (150 ml),
para formar una suspension. Se procedié a afiadir, a continuacioén, acido clorhidrico acuoso 2 M (75 ml) y, la mezcla
resultante, se agitd, a una temperatura de 30 °C, durante un transcurso de tiempo de 1 hora. A continuacion, la
mezcla, se enfrio, a la temperatura ambiente, y se procedié a afadir acetato de etilo (150 ml). Después, se afiadié
hidréoxido soédico 2 M (75 ml), se comprobé el valor pH y, a continuacion, se procedié a afiadir hidréxido sédico 2 M,
hasta que el valor pH de la solucién, fuera el correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes de 9
a 10. Las capas, se separaron y la capa organica, se lavé con salmuera diluida (75 ml; 1:1 salmuera/agua), se secod
sobre sulfato sédico anhidro, y el disolvente, se elimind, en un evaporador rotativo, para proporcionar el 1-[2-(4-
formil-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (12,5 g, aproximadamente 98%
de pureza). En caso deseado, la pureza de este intermediario, podria incrementarse, mediante la formaciéon de una
suspensién con etanol (3 volimenes de etanol), procediendo a calentar la suspensién, a una temperatura de 80°C, y
a continuacion, enfriando lentamente, a la temperatura ambiente, y procediendo a aislar mediante filtrado.

Etapa C

1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-Butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil Jetilimino]metil}-2,5-dimetil-
fenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondeado, de 250 ml de capacidad util, se le afiadié 1-[2-(4-formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)
etillpiperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (7,1 g, 14,2 mmol) y sal del acido acético de la N-{5-[(R)-2-
amino-1-(tert.-butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}formamida (5,8 g, 15,6 mmol). Se procedi6, a continuacion, a
afadir metanol (100 ml), para formar una suspension y, esta mezcla, se agitd, a un temperatura comprendida dentro
de unos margenes que iban desde los 45°C hasta los 50°C, bajo atmdsfera de nitrégeno, durante un transcurso de
tiempo de 1 hora. La mezcla, se enfrid, a continuacion, a la temperatura ambiente, y se procedi6 a afiadir tolueno (50
ml) y después, a eliminar el disolvente, en un evaporador rotativo, a una temperatura comprendida dentro de unos
margenes que iban desde los 35 °C hasta los 45 °C. Se procedi6 a anadir tolueno (50 ml), al residuo y, después, se
elimind el disolvente, para proporcionar el 1-[2-(4- {[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)etilimino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (12 g), como
un solido de tonalidad amarillo-naranja.

Etapa D

1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-Butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil )etilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de hidrogenacion, se le ahadio 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)etilimino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (4,6 g) y 2-
metiltetrahidrofurano (50 ml). La mezcla resultante, se agitd, hasta que el sélido se disolvié (en un transcurso de
tiempo de aproximadamente 5 min.) y a continuacién, la mezcla, se purgd con nitrogeno. Se procedié a afhadir
Platino sobre carbono (920 mg, 5%, en peso, soporte, carbén activado) y, la mezcla, se hidrogend, a una presion de
50 psi (agitador del tipo Parr shaker), durante un transcurso de tiempo de 6 horas. La mezcla, se filtrd, a
continuacién, a través de Celite y, el Celite, se lavo con 2-metiltetrahidrofurano (10 ml). Al filtrado, se le afiadio a gel
de silice, modificada con tiopropilo (20% en peso de solucion, Silicycle) y, la mezcla, se agitd, a una temperatura
correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde los 25 C° hasta los 30 °C, durante
un transcurso de tiempo de 3 horas. La mezcla, se filtrd, a continuacion, a través de Celite y ésta se concentro, para
eliminar el disolvente. El residuo, se disolvié en metanol (5 ml por gramo de residuo) y, a continuacion, la solucion
resultante se afiadié lentamente a una mezcla 1:1 de bicarbonato sddico, acuoso, saturado, y agua, vigorosamente
agitada (40 ml por gramo de residuo). La suspension blanquecina resultante, se agitd, durante un transcurso de
tiempo de 20 minutos y a continuacion, ésta se filtr6. La torta de filtrado, se lavo con agua (20 volumenes), se seco
al aire, durante un transcurso de tiempo de 3 horas y a continuacién, se seco, bajo la accion del vacio, a la
temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche, para proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-
(tertbutildimetilsilaniloxi)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-
éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (80% de recuperacion, aproximadamente 96% de pureza).

Etapa E

Sal de L-tartrato del 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-
carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico
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A un matraz de fondo redondeado de 200 ml de capacidad util, se le anadié 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-
2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)etilamino]-metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-
ilcarbamico (3,8 g, 4,8 mmol) y 2-metiltetrahidrofurano (40 ml). La mezcla resultante, se agitd, a la temperatura
ambiente, hasta que los ingredientes se hubieron diluido (aproximadamente 15 minutos) y a continuacion, se
procedié a afiadir tetrahidrofluoruro de trietilamina (0,94 ml, 5,76 mmol) y, la mezcla resultante, se agit6, a una
temperatura de 25 °C, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 24 horas. A esta mezcla, se le afadio
una mezcla 1:1 de bicarbonato sédico acuoso, saturado, y agua (40 ml) y 2-metiltetrahidrofurano y, la mezcla
resultante, se agitd, hasta que el sdélido se hubo disuelto (pH de la solucién, aproximadamente 8). Las capas, se
separaron y, la capa organica, se lavo con salmuera (30 ml), se secd sobre sulfato sédico anhidro, se filtrd, y se
concentrd, en un evaporador rotativo. El residuo, se disolvio, in 2-metiltetrahidrofurano (50 ml) y se afadié acido L-
tartarico solido (650 mg). La mezcla resultante, se agit6, a una temperatura comprendida dentro de unos margenes
que van de 25°C a 30°C, durante un transcurso de tiempo de 18 horas y, a continuacion, ésta se filtr6 a través de un
papel de filtro. La torta de filtrado, se lavé con 2-metiltetrahidrofurano (10 ml), isopropanol (10 ml) y ésta se puso
inmediatamente bajo la acciéon del vacio, para proporcionar la sal del acido L-tartarico del 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-
2-ilcarbamico (3,7 g, >97 % de pureza).

Etapa F

1-[2-(4-{[(R)-2-(3-F ormilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )-etil|piperidin-4-il-éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondeado de 250 ml de capacidad util, se le afiadio la sal del &cido L-tartarico del 1-[2-(4-
{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del
acido bifenil-2-ilcarbamico (3,5 g) y metanol (35 ml) y, la mezcla resultante, se agitd, durante un transcurso de
tiempo de 15 minutos. Se procedié a afadir una mezcla 1:1 de bicarbonato sédico acuoso, saturado, y agua (70 ml),
en un transcurso de tiempo de 5 minutos, y se continué con el régimen de agitaciéon, durante un transcurso de
tiempo de 2 horas. La suspension de tonalidad blanquecina resultante, se filtrd, y la torta de filtrado, se lavd con
agua (20 ml), se seco al aire, durante un transcurso de tiempo de 2 horas y a continuacion, se seco, bajo la accién
del vacio, durante el transcurso de toda la noche, para proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (2,3 g), como
una base libre, semicristalina.

Se obtuvieron los espectros de H y de 3C NMR, para una muestra de 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-
2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)-etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (22,2 mg en
aproximadamente 0,75 ml de DMSO-dg), a la temperatura ambiente, mediante la utilizacion de un epectrémetro del
tipo JEOL ECX-400 NMR spectrometer:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), isémero mayor, 5 9,64 (br, 1H), 9,54 (br s, 1H], 9,43 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,26 (s,1H),
8,03 (d, J =1,9, 1H), 7,25-7,45 (m, 9H), ~7,3 (nd, 1H), 7,07 (s, 1H), 6,88 (dd, J = 8,2, 1,9, 1H), 6,79 (d, J = 8,2, 1H),
5,15 (br, 1H), 4,53 (dd, J = 7,3,4,7,1H), 4,47 (m, 1H), ~3,65 y ~3,60 (par AB, 2H), 2,68 (br m, 2H), ~2,59 (nd, 4H),
2,44 (brt, J = 6,5, 2H), 2,20 (s, 3H), ~2,17 (br m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,73 (br, 2H), 1,44 (br q, J = ~9,0, 2H).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), isémero menor, & 9,64 (br, 1H), 9,43 (s 1H), 9,26 (br d, J = ~7,0, 1H), 8,67 (s, 1H),
8,50 (br d, J = 17,0, 1H), 7,25-7,45 (m, 9H), ~7,3 (nd, 1H), 7,07 (s, 1H), ~7,07 (nd, 1H), 6,95 (dd, J = 8,3,1,8, 1H),
6,83 (d, J =8,3, 1H), 5,15 (br, 1H), 4,47 (m, 1H), 03,65 y ~3,60 (par AB, 2H), 2,68 (br m, 2H), ~2,59 (nd, 2H), 2,44 (br
t,J = 6,5, 2H), 2,20 (s, 3H), ~2,17 (br m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,73 (br, 2H), 1,44 (br g, J = ~9,0,2H.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds), isémero mayor, & 170,0, 159,9, 153,9, 145,5, 139,3, 137,6, 135,2, 135,0, 134,8,
133,4, 133,4, 130,2, 130,2, 128,68, 128,2,127,8,127,4, 127,2,127,0,126,1, 125,7, 125,6,121,7, 118,6, 114,5, 71,4,
70,0, 57,4, 53,9, 50,3, 50,1, 33,7, 30,7, 18,2, 17,5.

3C NMR (100 MHz, DMSO-dg), isémero menor, & 170,0, 163,4, 153,9, 147,8, 139,3, 137,6, 135,7, 135,2, 135,0,
134,8, 133,4, 133,4, 130,2, 130,2, 128,6, 128,2, 127,8, 127,4, 127,2, 127,0, 126,1, 125,7, 123,0, 119,6, 115,6, 71,0,
70,0, 57,3, 53,9, 50,3, 50,1, 33,7, 30,7, 18,2, 17,5.

Los espectros de 'H y ®C NMR, mostraron la presencia de un isémero mayor (aproximadamente un porcentaje
molar del 82 por ciento) y un isémero menor (aproximadamente un porcentaje molar del 18 por ciento), los cuales se
creia que eran isémeros rotativos, resultantes del impedimento de la rotacion alrededor del -NH-C(O)H. El grupo
fenilo, se cree que es “syn” al oxigeno del carbonilo, en el isémero mayor, y “anti”, en el isomero menor.
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Ejemplo 7

Cristales de siembra de la forma Il del 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

Se procedid a disolver el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-
carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (500 mg), semicristalino, en metanol (50 ml), y se
afnadié agua, hasta que se alcanzoé el punto de enturbiamiento. La mezcla resultante, se agitd, a una temperatura de
5 °C, durante un transcurso de tiempo de 3 horas y, el material cristalino resultante, se aisld, mediante filtrado, para
proporcionar el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)-
etillpiperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico, cristalino (420 mg). Se determind el hecho de que, esta base
libre cristalina, tenia un trazado de la calorimetria de exploracién diferencial, la cual exhibia un pico en el flujo de
calor endotérmico, correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 142°C hasta aproximadamente 150°C; y un modelo de difraccién de rayos x de la materia en
polvo (PXRD), que tenia unos significativos picos de difraccion, entre otros picos, a unos valores de 20 de
aproximadamente 20,7+0,3, 21,6+0,3, 22,5+0,3 y 23,2+0,3. Esta forma de base libre cristalina, se designa como
Forma Il. Una informacién adicional sobre la Forma I, y otras formas de base libre cristalina de este compuesto, se
dan a conocer en el documento de solicitud de patente estadounidense, usualmente asignado, US n°

registrado en la misma fecha que este documento (Attorney Docket — certificado de procuracion — n°® P-222-US1) y
n° provisional de solicitud U.S. n° 60/794.709, registrado en fecha 25 de abril del 2006.

Ejemplo 8

Cristalizacion de 1la forma |1l del 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de tres bocas, de fondo redondeado, equipado con un agitador suspendido, un dispositivo de control de
temperatura y un embudo de adicién, se le afadié el 1-[2-(4-([(R)-2-(3-formilamino,4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil)-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico, semicristalino
(14 g) y metanol (1,4 1). Después, se le aiadié agua (500 ml), en una porcién y, a continuacion, se procedioé a afiadir
agua adicional(200 ml), lentamente, hasta que se hubo alcanzado el punto de enturbamiento. Se afadieron cristales
de siembra de 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)-
etillpiperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico, Forma Il (50 mg) y, la mezcla resultante, se agitd, a una
temperatura de 25 °C, durante un transcurso de tiempo de 3 horas, después de cuyo transcurso de tiempo, se habia
desarrollado un suspension que fluia libremente (es decir, suelta). Se procedié a afiadir agua (300 ml), en un
transcurso de tiempo de 15 minutos y, la mezcla resultante, se agité, a una temperatura de 25 °C durante el
transcurso de toda la noche. La mezcla, se filtrd, a continuacion, y la torta de filtrado, se lavé con agua (100 ml), se
seco al aire, durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 2 horas y a continuacion, se secd, bajo la accion
del vacio, a la temperatura ambiente, durante un transcurso de tiempo de 48 horas, para proporcionar el 1-[2-(4-
{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster del
acido bifenil-2-ilcarbamico, cristalino (12,5 g, 99,6% de pureza). Se determind el hecho de que, esta sal cristalina,
era la Forma Il.

Ejemplo 9

1-[2-(4-Formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]-piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbdmico

Etapa A

4-Yodo-2,5-dimetilfenilamina

A una solucién de 2,5-dimetilanilina (20g, 165 mmol) in a 1:1 mezcla de diclorometano y metanol (400 ml) se le
anadio bicarbonato sédico (20,8g, 250 mmol) y dicloroyodato de tetrametilammonio (l) (44,79, 165 mmol). La mezcla
resultante, se agitd, a la temperatura ambiente, durante un transcurso de tiempo de 1 hora y a continuacion, se
procedié a afiadir agua (500 ml). La capa organica, se retird, se lavo con trisulfato sodico al 5% (500 ml) y salmuera
(500 ml). A continuacién, la capa organica, se seco sobre sulfato magnésico anhidro, se filtro, y se concentro, bajo la
accion del vacio, para proporcionar la 4-yodo-2,5-dimetilfenilamina (39,6 g, 98% de rendimiento productivo). El
producto, se utilizé sin ninguna purificacion adicional.

Etapa B

N-(4-Yodo-2,5-dimetilfenil)acrilamida
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A una solucién de 4-yodo-2,5-dimetilfenilamina (37,2 g, 151 mmol) en diclorometano (500 ml) se le afadié
bicarbonato sédico (25,4 g, 302 mmol). La mezcla resultante, se enfrid, a una temperatura de 0 °C y se afadio
cloruro de acriloilo (12,3 ml, 151 mmol), lentamente, en un transcurso de tiempo de 25 minutos. La mezcla
resultante, se agitd, a la temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche y, a continuacion, ésta se
filtré. El volumen del filtrado, se redujo a aproximadamente 100 ml, y se formé un precipitado. El precipitado, se filtro,
se seco, se lavo con agua (1 1) y, a continuacion, éste se seco otra vez, para proporcionar la N-(4-yodo-2,5-
dimetilfenil)acrilamida (42,98 g, 95% de pureza, 90 % de rendimiento productivo). El producto, se utilizé sin ninguna
purificacion adicional.

Etapa C
1-[2-(4-Yodo-2,5-dimetilfenilcarbamoil )-etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucién de N-(4-yodo-2,5-dimetilfenil)acrilamida (32,2 g, 107 mmol) en una mezcla 6:1, referido a volumen /
volumen, de N,N-dimetilformamida e isopropanol (700 ml) se le afadié piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-
ilcarbamico (36,3 g, 123 mmol). La mezcla resultante, se calentd, a una temperatura de 50°C, durante un transcurso
de tiempo de 24 horas y a continuacion, a una temperatura de 80 °C, durante un transcurso de tiempo de 24 horas.
A continuacién, se procedié a enfriar la mezcla de reaccion, a la temperatura ambiente, y se concentré bajo la accion
del vacio. El residuo se disolvié en diclorometano (1 1) y, esta solucién, se lavé con acido clorhidrico acuoso 1N (500
ml), agua (500 ml), salmuera (500 ml) y una solucién acuosa, saturada, de bicarbonato soédico (500 ml). A
continuacion, la capa organica, se seco, sobre sulfato magnésico anhidro, y se filtré. Se afiadié etanol (400 ml) y, la
mezcla resultante, se concentrd, bajo la accion del vacio, a un volumen de aproximadamente 400 ml, después de
cuyo transcurso de tiempo, se habia formado un precipitado. El precipitado, se filtrd, y se secé, para proporcionar el
1-[2-(4-yodo-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (59,6g, 84% de pureza,
79% de rendimiento productivo). m/z: [M + H™] calculado para Ca9H32IN303 598,49; encontrado 598,5.

Etapa D

Ester metilico del &cido 4-{3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-ilJpropionilamino}-2,5-dimetilbenzéico

A una solucion de 1-[2-(4-yodo-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (56 g,
94 mmol), en una mezcla 5:1, referido a volumen / volumen, de N,N-dimetilformamida y metanol (600 ml), se afiadid
diispropiletilamina (49 ml, 281 mmol), 1,3-bis(difenilfosfino)propano (3,9 g, 9,4 mmol) y acetato de paladio (ll) (2,1 g,
9,4 mmol). La mezcla resultante, se purgdé con mondxido de carbono y, a continuaciéon, se agitd, durante el
transcurso de toda la noche, a una temperatura comprendida dentro de unos margenes que van desde los 70 °C
hasta los 80 °C, bajo atmdsfera de mondxido de carbono (presiéon de globo). La mezcla de reaccién, se concentro,
bajo la accion del vacio, y el residuo, se disolvi6 en diclorometano (500 ml). Esta mezcla, se lavd con &cido
clorhidrico acuoso 1N (500 ml), con agua (500 ml) y a continuacion, con salmuera (500 ml). La capa orgénica, se
seco, a continuacion, sobre sulfato magnésico anhidro, ésta se seco y, a continuacion, se concentré bajo la accién
del vacio. El residuo, se mezcld con etanol (en un valor de relacion de aproximadamente 5:1 volumen / peso, de
etanol con respecto al residuo) y la mezcla, se calento, hasta que la totalidad del material sélido se hubo disuelto. Se
dejé que esta solucidn, se enfriara lentamente, a la temperatura ambiente, y el precipitado resultante, se aislo
mediante filtrado, para proporcionar el éster metilico del acido 4-{3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-
illpropionilamino}-2,5-dimetilbenzéico (47,3 g, 97% de pureza, 92% de rendimiento productivo). m/z: [M + H']
calculado para C31H3sN305 530,63; encontrado 530,4.

Etapa E
1-[2-(4-Hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

Se procedié a enfriar una solucion del éster metilico del acido 4-{3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-
illpropionilamino}-2,5-dimetilbenzoico 49,8 g, 93,9 mmol) in tetrahidrofurano (200 ml), a una temperatura de 0°C, y se
afadio hidruro de litio-aluminio (10,7 g, 281,7 mmol), en porciones (10 x 1,07 g). La mezcla resultante, se agito,
durante un transcurso de tiempo de 3 horas y, a continuacién, se afadi6é agua (10,7 ml), seguido de una hidroxido
sadico acuoso 1N (10,7 ml) y agua adicional (32,1 ml). Esta mezcla, se agitd, durante el transcurso de toda la noche
y a continuacion, se filtré. La capa organica se concentrd, bajo la accion del vacio, y el residuo, se mezclé con
acetato de etilo (en una relacion de mezcla de aproximadamente 5:1, referido a volumen / peso, del acetato de etilo
con respecto al residuo). Esta mezcla, se calentd, hasta que la totalidad del material sélido se hubo disuelto y, a
continuacion, la solucién, se dejo enfriar a la temperatura ambiente. El precipitado resultante, se filtré y se seco, para
, proporcionar el 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il éster del acido bifenil-2-ilcarbamico
(24,6 g, 95% de pureza, 47,5% de rendimiento productivo). Este material, se utilizd, sin ninguna purificacion
adicional. m/z: [M + H+] calculado para C30H35N304 502,62; encontrado 502,5.
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Etapa F
1-[2-(4-Formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucion del 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico
(5,0 g, 10 mmol) en diclorometano (200 ml), se le afadié diisopropiletilamina (8,7 ml, 50 mmol) y dimetilsulféxido (5,6
ml, 100 mmol). La mezcla resultante, se enfrid, a una temperatura de 0°C, y se afiadié un complejo de tridoxido de
azufre y piridina (8,0 g, 50 mmol). La mezcla de reaccion, se agitd, durante un transcurso de tiempo de 1 hora, a una
temperatura de 0°C y a continuacion, se afiadié agua (300 ml). La capa organica, se retird, y ésta se lavo con acido
clorhidrico acuoso 1N (300 ml) y salmuera (300 ml). A continuacién, la capa organica, se secd sobre sulfato
magnésico anhidro y se filtr6. La solucion resultante, la cual contenia el 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il- éster del &cido bifenil-2-ilcarbamico, se utilizd, sin ninguna purificaciéon
adicional. m/z: [M + H.] calculado para C3oH33N304500,60; encontrado 500,4.

Ejemplo 10

Cultivo de células y preparacion de membranas procedentes de células que expresan los receptores muscarinicos
M+, Mz, M3 y Mg, humanos

Se procedié a cultivar lineas celulares CHO que expresaban los subtipos de los receptores muscarinicos hM4, hMy,
hMs y hM4, humanos, respectivamente, hasta la casi confluencia, en medio Hams F-12, suplementado con 10% FBS
y 250 pg/ml de Geniticina. Las células, se cultivaron en un incubador con 5% COg, a una temperatura de 37°C, y se
estimularon con 2 mM EDTA en dPBS. Las células, se recolectaron y agruparon, mediante 5 minutos de
centrifugacion, a 650 x g, y los granulos celulares, o bien se almacenaron, congelandose, a una temperatura de -
80°C, 6 bien, las membranas, se utilizaron para su uso inmediato. Para la preparacion de membranas, los granulos
de células, se resuspendieron en un tampon de lisis, y se homogeneizaron, con un disruptor de tejidos del tipo
Polytron PT 2100 (de la firma Kinematica AG; 20 segundos x 2 rafagas). Las membranas crudas, se centrifugaron a
40.000 x g, durante un transcurso de tiempo de 15 minutos, a una temperatura de 4°C. El granulo de membranas, se
resuspendid, a continuacion, con un tampén de resuspension, y éste se homogeneizoé otra vez, con el disruptor de
tejidos Polytron. La concentracion de proteinas, en la suspension membranaria, se determind mediante el
procedimiento descrito por parte de Lowry et al.,, en 1951, en el Journal of Biochemistry, 193, 265. Todas las
membranas, se congelaron, en alicuotos, a una temperatura de -80°C, o éstas se utilizaron inmediatamente. Los
alicuotos, de las membranas del receptor HMs, preparados, se compraron directamente en el mercado, de
procedencia de la firma PerkinElmer, Inc. (Wellesley, MA), y se almacenaron, a una temperatura de -80°C, hasta su
uso.

Ejemplo 11
Ensayo de Unién de Radioligandos, para los Receptores Muscarinicos

Los ensayos de enlace o union de radioligandos, para los receptores nuscarinicos clonados, se realizaron en una
placa de microtitulacién de 96 pozos, en un volumen total de ensayo de 100 pl. Se procedid a diluir membranas de
células CHO, las cuales expresaban, de una forma estable, los subtipos muscarinicos hM4, hM,, hM3, hM4 6 hMs, en
tampon de ensayo, a las siguientes concentraciones de proteina diana pg/pozo) 10 ug para hM4, 10 — 15 para hMy,
10 — 20 pg para hMs, 10 — 20 pg para hM4 y 10 — 12 pg para hMs, para obtener sefales similares (cpm). Las
membranas, se homogeneizaron brevemente, mediante la utilizacidon de un disruptor de tejido del tipo Polytron (10
segundos), previamente al ensayo de adicion en placa. Los estudios de unién de saturacién, para determinar los
valores de Kp del radioligando, se realizaron mediante la utilizacion de L-[N-metiI3H]escopolamina-cloruro de
metileno ([3H]-NMS) (TRK666, 84,0 Ci/mmol, de la firma Amersham Pharmacia Biotechoras, Buckinghamshire,
England), a unas concentraciones comprendidas dentro de unos margenes que iban desde 0,001 nM hasta 20 nM.
Los ensayos de desplazamiento, para la determinacion de los valores de K; de los compuestos de ensayo, se
realizaron con [3H]-NMS, a un 1 nM, y once diferentes concentraciones de compuestos de ensayo. Los compuestos
de ensayo, se disolvieron, inicialmente, a una concentracion de 400 yM, en tampén de dilucién y, a continuacién,
éstos se disolvieron, en serie, 5 x, con tampén de dilucién, a una concentracion final correspondiente a un valor que
iba desde los 10 pM hasta los 100 yM. El orden de adicion y los volumenes de las placas de ensayo, eran de la
forma que sigue: 25 pl de radioligando 25 pl de compuesto de ensayo diluido, y 50 yl de membranas. Se procedié a
incubar las placas de ensayo, durante un transcurso de tiempo de 60 minutos, a una temperatura de 37°C. Las
reacciones de enlace o unidn, se terminaron mediante un rapido filtrado sobre placas de filtro de fibra de vidrio GF/B
(Perkin Elmer, Inc.) PRE-tratadas en 1% BSA. Las placas de filtro, se lavaron tres veces con tampén de lavado (10
mM HEPES), con objeto de eliminar la radioactividad enlazada. Se procedid, a continuacion, a secar las placas, con
aire, y se afiadieron, a cada pozo, 50 ul de fluido de centelleo del tipo “Microsint-20 liquid Scintillation fluid” (de la
firma Perkin Elmer). A continuacién, se procedié a contar las placas, en un contador de centelleo para liquidos, del

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2391584 T3

tipo “PerkinElmer Topcount liquid scintillation counter” (de la firma PerkinElmer, Inc.). Los datos de enlace o union,
se analizaron mediante un analisis de regresion, no lineal, con el paquete de “software” informatico del tipo
“GraphPad Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), utilizando un modelo de
competicion de un sitio. Los valores K, para los compuestos de ensayo, se calcularon a partir de los valores
observados de ICsp, y del valor Kp del radioligando, mediante la utilizacion de la ecuacién de Cheng-Prusoff (Cheng
Y; Prusoff WH. (1973) Biochemical Pharmacology, 22(23):3099-108). Los valores de K|, se convirtieron a los valores
de pK;, con objeto de determinar la media geométrica y los intervalos de confidencia a un 95%. pKi. A continuacion,
estas estadisticas resumidas, se convirtieron de nuevo a los valores de K, para el informe de datos.

En este ensayo, un valor inferior de K, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo, tiene una mayor afinidad de
enlace o union, para el receptor ensayado. Se encontré que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lla),
tenia un valor de K|, de menos de 10 nM para los subtipos de receptores My, M2, Mz, M4 y Ms.

Ejemplo 12

Cultivo de células y preparacién de membranas procedentes de células que expresaban los receptores B1-, B2-, 6 Bs-
adrenérgicos, humanos

Se procedié a incubar lineas celulares del rifndn embridénico humano (HEK-293), que expresaban los receptores - 6
B2-adrenérgicos, humanos, clonados, o lineas celulares del ovario de hamster chino (CHO), que expresaban los
receptores Bs-adrenérgicos, humanos, clonados, hasta la casi confluencia, en medios DMEM 6 Hamas F12, con 10
FBS, en presencia de 500 pg/ml de Geneticija. La monocapa celular, se estimulé con 2 mM EDTA en PBS. Las
células, se granularon mediante centrifugacion, a una velocidad angular de 1.000 revoluciones por minuto vy, los
granulos celulares, o bien se congelaron y almacenaron, a una temperatura de -80°C, o bien, las membranas, se
prepararon inmediatamente para su uso. Para la preparacion de membranas que expresaban los receptores 1y Ba,
se resuspendieron los granulos celulares , en un tampén de (10 mM HEPES/HC1, 10 mM EDTA,pH 7,4,a4 °C) y
se homogeneizaron, mediante la utilizacion de homogeneizador de vidrio, de ajuste hermético, del tipo Dounce (30
golpes), sobre hielo. Para las membranas que expresaban mas receptores (33 sensibles a la proteasa, se
homogeneizaron granulos celulares, en tampén de lisis (10 mM Tris/HCI, pH 7,4), suplementado con una tableta de
céctel completo inhibidor de proteasa, provisto de 2 mM EDTA, del tipo "Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
with 2 mM EDTA" por 50 ml de tampdn (de la firma Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). El
homogeneizado, se centrifugo, a 20.000 x g, y el granulo resultante, se lavd, una vez, con tampédn de lisis, mediante
resuspension y centrifugacion, de la forma descrita anteriormente, arriba. El granulo final, se resuspendio, a
continuacién, en tampdén de ensayo de enlace, enfriado en hielo. La concentracion de proteina, se determind
mediante procedimientos descritos por parte de Lowry et al., 1951, en Journal of Biological Chemistry, 193, 265; y en
Bradford, Analytical Biochemistry, 1976, 72, 248-54. Todas las membranas, se almacenaron, congeladas, en
alicuotos, a una temperatura de -80°C, ¢ éstas se utilizaron inmediatamente.

Ejemplo 13
Ensayo de unién de radioligandos, para los receptores B+-, B2-, y Bs-adrenérgicos, humanos

Se procedid a realizar ensayos de unién, en placas de microtitulaciéon de 96 pozos, en un volumen total de ensayo
de 100 pg, con 10 — 15 pg de proteina membranaria que contenia los receptores B1-, B2-, 6 Bs-adrenérgicos,
humanos, en tampén de ensayo (75 mM Tris/HCI pH 7,4 a 25°C, 12,5 mM MgCl,, 1 nM EDTA, 0,2% BSA). Los
estudios de unlon de saturacién, para determinar los valores de Ky del radioligando, se realizaron mediante la
utilizacion de [ HJ- dlhldroalprenolol (NET-720, 100 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA), para los
receptores B1Yy B2, ¥y [ I] (-)-yodocianopindolol (NEX-189, 220 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston,
MA), a 10 u 11 diferentes concentraciones, de un valor comprendido dentro de unos margenes que iban desde 0,01
nM hasta 20 nM. Los ensayos de desplazamiento, para Ia determinacion de los valores de K; de los compuestos de
ensayo, se realizaron [ H]-dihidroalprenolol a 1 nM y [ I] (-)-yodocianopindolol a 0,5 nM, para 10 u 11 diferentes
concentraciones del compuesto de ensayo, de un valor correspondiente a un rango comprendido dentro de unos
margenes que iban desde los 10 pM hasta los 10 uM. Los ensayos de unién no especifica, se determinaron en
presencia de 10 yM de propranolol. Los ensayos, se incubaron, durante un transcurso de tiempo de 1 hora, a una
temperatura de 37°C, y a continuacion, se determinaron las reacciones de unién, mediante filtrado rapido GF/B, para
los receptores B1y B2, 0 placas de fibra de vidrio GF/C, para los receptores B3 (Packard BioScience Co., Meriden,
CT) pre-empapados en 0,3% polietilenimina. Las placas de filtrado, se lavaron tres veces, con tampon de filtrado (75
mM Tris/HCI pH 7,4 a 4°C, 12,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA), para eliminar la radioactividad no unida. Se procedid, a
continuacion, a secar las placas, y se afiadieron 50 pl de fluido de centelleo del tipo “Microsint-20 liquid Scintillation
fluid” (de la firma Perkin Elmer) y, a continuacion, se procedié a contar las placas, en un contador de centelleo para
liquidos, del tipo “PerkinElmer Topcount liquid scintillation counter” (de la firma PerkinElmer, Inc.). Los datos de
enlace o union, se analizaron mediante un analisis de regresion, no lineal, con el paquete de “software” informatico
del tipo “GraphPad Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), utilizando un
modelo de competicién de un sitio, de 3 parametros. El minimo de la curva, se fij6 al valor para el ensayo no
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especifico, segun se determina mediante la presencia de 10 uM de propanolol. Los valores K;, para los compuestos
de ensayo, se calcularon a partir de los valores observados de ICso, y del valor Kp del radioligando, mediante la
utilizacion de la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng Y; Prusoff WH. (1973) Biochemical Pharmacology, 22(23):3099-
108).

En este ensayo, un valor inferior de K, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo, tiene una mayor afinidad de
enlace o unién, para el receptor ensayado. Se encontré que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lla),
tenia un valor de K|, de menos de 10 nM para el receptor 34- y Bs-adrenérgicos.

Ejemplo 14

Ensayos funcionales de antagonismo para los subtipos de receptores muscarinicos
Ensayo A

Bloqueo de la inhibicion de la acumulaciéon de cAMP, mediatizada por agonistas

En este ensayo, se procedié a determinar la potencia funcional de un compuesto de ensayo, como un antagonista
para el receptor hM,, mediante la medicién de la capacidad del compuesto de ensayo, para bloquear la inhibiciéon de
oxotremorina de la acumulacién de cAMP mediatizada por forscolina, en células CHO-K1, que expresan el receptor
hM;. Los ensayos de cAMP, se realizaron en un formato de radioinmunonensayo, utilizando el sistema de ensayo de
activacion de adenilil-ciclasa, de placa del tipo Flashplate, consistente en el “Flashplate Adenilil Cyclase Activation
Ensayo System” con 125 cAMP (NEN SMPO004B, PerkinElmer Life Sciences Inc.,Boston, MA), en concordancia con
las instrucciones del fabricante. Las células, se lavaron una vez, con el dPBS, y se estimularon con solucion de
Trypsina-EDTA (0,05% de tripsina/0,53 mM EDTA), tal y como se describe en la seccién correspondiente al cultivo
de células y preparacion de membranas, facilitado anteriormente, arriba. Las células separadas, se lavaron dos
veces, mediante centrifugacion, a 650 x g, durante un transcurso de tiempo de cinco minutos, en 50 ml de dPBS. El
granulo de células, se volvié a suspender en 10 ml de dPBS vy, las células, se contaron con un contador de particulas
del tipo “Coulter Z1 Dual Particle Counter” (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Las células, se centrifugaron otra vez, a
650 x g, durante un transcurso de tiempo de cinco minutos, y se volvieron a suspender, en un tampoén de
estimulacion, para un ensayo de centrifugacion, de 1,6 x 10% a 2,8 x 106 células/ml.

El compuesto de ensayo, se disolvio, inicialmente, a una concentracion de 400 yM en tampon de dilucion (dPBS
suplementado con 1 mg/ml BSA (0,1%)) y, a continuacion, éste de disolvié en series, a unas concentraciones finales
correspondientes a un valor comprendido dentro de unos margenes que iban desde 100 uM hasta 0,1 nM. La
oxotremorina, se disolvié de una forma similar.

Para medir la inhibicion de oxotremorina, de la actividad adenilciclasa se procedi6 a afiadir, a los pozos de ensayo
de agonistas, 25 pl de forscolina (25 uM de concentracion final, diluido en dPBS), 25 pl de oxotremorina diluida, y 50
ul de células. Para medir la capacidad del compuesto de ensayo, para bloquear la actividad adenil-ciclasa inhibida
con oxotremorina, se afiadieron, a los pozos de ensayo restantes, 25 pl de forscolina y exotremorina
(concentraciones finales de 25 pM y 5 uM, respectivamente, diluidas en dPBS), 25 ul de compuesto de ensayo
diluido, y 50 ul de células.

Las reacciones, se incubaron durante un transcurso de tiempo de 10 minutos, a una temperatura de 37°C, y se
pararon mediante la adicion de 100 ul de un tampon de deteccion, enfriado en hielo. Se procedié a sellar las placas,
éstas se incubaron, durante el transcurso de toda la noche, a la temperatura ambiente, y se contaron, a la mafiana
siguiente, en un contador de centelleo para liquidos, del tipo “PerkinElmer Topcount liquid scintillation counter” (de
la firma PerkinElmer, Inc.). la cantidad de cAMP producida (pmol / pozo), se calculé en base a los recuentos
observados para las muestras y los patrones estandar de cAMP, de la forma que se describe en el manual de
usuario proporcionado por el fabricante. Los datos, se analizaron mediante un analisis de regresion, no lineal, con el
paquete de “software” informatico del tipo “GraphPad Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA), utilizando un modelo de competicion de un sitio. Se utilizd la ecuacion de Cheng-Prusoff, para
calcular el valor de Kgps, mediante la utilizacion de la curva de respuesta con respecto a la concentracion de
oxotremorina y la concentracion de ensayo de oxotremorina, como kp y [L], respectivamente.

En ese ensayo, un valor mas bajo de Kqps, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo tiene una mayor
actividad funcional mas alta, para el receptor ensayado. Se encontré6 que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico
(compuesto lla), tenia un valor de Kqs, menor de aproximadamente 10 nM, para el bloqueo de inhibicion de
oxotremorina, para la acumulacién de cAMP mediatizada por forscolina, en células CHO-K1, que expresaban el
receptor hMa.
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Ensayo B
Bloqueo de unién del [358]GTPVS, mediatizado mediante agonista

En este ensayo funcional, se procedi6 determinar la potencia funcional de un compuesto de ensayo, como
antagonista del receptor hM;, mediante la medicion de la capacidad del compuesto de ensayo, para bloquear la
unién de [*°S]GTPyS estimulada mediante oxotremorina, mediante la utilizacion de un disruptor de tejido Polytron
PT-2100, en células DHO-K1, que expresaban el receptor hM..

En el momento de su utilizacién, se procedi6 a descongelar las membranas congeladas, y éstas de diluyeron, en un
tampoén de ensayo, con una concentracion final de tejido, correspondiente a un valor comprendido dentro de unos
margenes que van desde 3 hasta 10 ug de proteina por pozo. Las membranas, se homogeneizaron brevemente,
mediante la utilizacion de un disruptor de tejido Polytron PT-2100 y, a continuacién, éstas se afiadieron a las placas
de ensayo.

Se procedi6 a determinar, en cada experimento, el valor de ECgy (concentracion efectiva para una respuesta maxima
del 90%), para la estimulacion de la union del [35S]GTPVS, mediante la oxotremorina agonista.

Con objeto de determinar la capacidad del compuesto de ensayo, para inhibir la unién de [SSS]GTPVS estimulada
mediante oxotremorina, se procedié a afadir, a cada pozo de las placas de 96 pozos, lo siguiente: tampén de
ensayo con [SSS]GTPVS (0,4nM), 25 pl de oxotremorina (ECg) y GDP (3uM), 25 pl de compuesto de ensayo diluido
y 25 pyl de membranas de células CHO, que expresaban el receptor hM,. Las placas de ensayo, se incubaron, a
continuacién, a una temperatura de 37°C, durante un transcurso de tiempo de 60 minutos. Las placas de ensayo, se
filtraron sobre filiros de GF/S, pretratados con 1%BSA, mediante la utilizacion de un recolector del tipo PerkinElmer,
de 96 pozos. Las placas, se lavaron en tampén lavado con agua fria, 3 veces, durante un transcurso de tiempo de 3
segundos cada vez y, a continuacion, se secaron al aire o mediante la aplicacion de vacio. Se procedié a afiadir, a
cada pozo, liquido de centellleo del tipo “Microscint-20 scintillation liquid” (50 ul) y, cada placa, se selld, y se procedio
ha hacer un recuento de la radioactividad, en un contador del tipo “Topcounter” (PerkinElmer). Los datos, se
analizaron mediante un analisis de regresion, no lineal, con el paquete de “software” informatico del tipo “GraphPad
Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), utilizando un modelo de competicion
de un sitio. Se utilizé la ecuacion de Cheng-Prusoff, para calcular el valor de Ky, mediante la utilizacion de los
valores de ICsp, de la curva de respuesta con respecto a la concentracion para el compuesto de ensayo, y la
concentracion de oxotremorina, como concentracion de ligandos, kp y [L], respectivamente.

En ese ensayo, un valor mas bajo de Kops, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo tiene una actividad
funcional mas alta, para el receptor ensayado. Se encontré que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lla),
tenia un valor de Kqys, menor de aproximadamente 10 nM, para el bloqueo de inhibicion de la union del [ 5S]GTP\(S,
estimulada mediante oxotremorina, en células que expresaban el receptor hM,.

Ensayo C
Bloqueo de la liberacién de calcio mediatizada mediante agonistas, via ensayos mediante FLIPR

En este ensayo funcional, se procedid a determinar la potencia funcional de compuesto de ensayo, como
antagonista de los receptores hM4, hM3 y cMs, mediante la medicion de la capacidad del compuesto de ensayo, para
inhibir los incrementos mediatizados mediante agonistas, en el calcio intracelular.

Se procedié a sembrar células CHO que expresaban de una forma estable los receptores, en placas de FLIPR de 96
pozos, la noche anterior a la que se procedio a realizar el ensayo. Las células sembradas, se lavaron dos veces con
tampodn FLIPR (10 mM HEPES, pH 7,4, 2 mM cloruro calcico, 2,5 mM probenecida en soluciéon de sal tamponada de
Hank (HBSS), sin calcio ni magnesio (mediante la utilizacion de un sistema de lavado de células, de laboratorio, del
tipo “Cellwash” (MTX Labsystems,Inc.), para retirar el medio de cultivo. Después de haber procedido al lavado, cada
pozo, contenia 50 pl de tampdn FLIPR. Se procedid, a continuacion, a incubar las células, con 50 pl/pozo de FLUO-
4AM (se prepard una solucion 2 X) durante un transcurso de tiempo de 40 minutos, a una temperatura de 27°C, y
5% oxido de carbono. A continuacion del transcurso de tiempo (dias) de incubacion, las células, se lavaron dos
veces, con tampon FLIPR, dejando un volumen final de 50 pl, en cada pozo.

Se procedié a determinar la estimulacién dependiente de la dosis de la liberacién de Ca® intracelular, de tal forma
que, el compuesto de ensayo, pudiera medirse, frente la estimulacion con exotremorina, a una concentracién de
ECgo. En primer lugar, se procedié a incubar las células, con un tampén de dilucién, durante un transcurso de tiempo
de 20 minutos, y, a continuacion, se procedié a afiadir exotremorina. Se generd un valor ECso para la oxotremorina,
en concordancia con los datos de la seccion de reduccion facilitados posteriormente, abajo, conjuntamente con la
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férmula ECr = ((F/100-F)*/H)*ECso. Se prepard una concentracion de oxotremorina de 3 x ECso, en placas de
estimulacion, de tal forma que, se afiadiera, a cada pozo, en las placas de ensayo, una concentracion de
oxotremorina ECgo.

Los parametros utilizados para el FLIPR, eran: una longitud de exposicién de 0,4 segundos, una tension de laser de
0,5 watt, una longitud de onda de excitacion de 488 nm, y una emision de longitud de onda de 550 nm. La linea
basica, se determiné procediendo a medir el cambio en la fluorescencia, durante un transcurso de tiempo de 10
segundos, previamente a la adicién de la oxotremorina. A continuacion de la estimulacién con oxotremorina, el
FLIPR, medio, de una forma continua, el cambio de la fluorescencia, cada 0,5 segundos a 1 segundo, durante un
transcurso de tiempo de 1,5 minutos, con objeto de capturar el cambio maximo de fluorescencia.

El cambio de fluorescencia, se expresdé como el maximo de fluorescencia menos la fluorescencia de linea basica,
para cada pozo. Se procedi6 a analizar los datos brutos, con respecto al logaritmo de la concentraciéon del
compuesto de ensayo, mediante regresion, no lineal, con el paquete de “software” informatico del tipo “GraphPad
Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), mediante la utilizacion de un modelo
incorporado, para una respuesta sigmoidal con respecto a la dosis. Los valores Kqps del antagonista, se determinaron
mediante Prisma, con la utilizacion de valor ECso de oxotremorina, como el Kp, y un valor de ECgy de exotremorina,
para la concentracion de ligandos, en concordancia con la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng & Prusoff, 1973).

En ese ensayo, un valor mas bajo de Kqps, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo tiene una mayor
actividad funcional, para el receptor ensayado. Se encontré que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lla),
tenia un valor de Kyus, menor de aproximadamente 10 nM, para el bloqueo de la liberacion de calcio, mediatizada
mediante agonistas, en las células CHO que expresaban, de una forma estable, los receptores hM1, hM3 y cMs.

Ejemplo 15

Ensayo en microplacas del tipo Flashplate, de cAMP de células enteras, en lineas celulares HEK-293 y lineas
celulares CHO, las cuales expresan, heterdlogamente, los receptores f31-, B2- 6 Bs-adrenérgicos, humanos

Se realizaron ensayos de cAMP, en un formato de radioligandos, que utilizaba el sistema de activacion de adenilil
ciclasa de microplaca del tipo “flasplate”, con [125|]-CAMP (NEN SMPO004, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston,
MA), en concordancia con las instrucciones del fabricante. Para la determinacion de la potencia agonista (ECso)de
los receptores B4y B2, se cultivaron lineas celulares HEK-293, las cuales expresaban, de una forma estable, los
receptores 31 y B2, humanos, hasta la casi confluencia, en DMEM, suplementado con un porcentaje del 10% de PBS,
y Geniticina (500 pg/ml). Para la determinacion de la potencia agonista del receptor 33 (ECsp), se cultivo la linea
celular CHO-K1, la cual expresaba receptores clonados humanos, o receptores [s-adrenérgicos, hasta la casi
confluencia, en medio Hams F-12, suplementado con 10%FBS y Geneticina (250 pl/mg). Las células, se lavaron con
PBS, y se separaron en dPBS (Solucion salina tamponado de fosfato, Dulbecco, CaCl, y MgCly), la cual contenia 2
mM EDTA 6 una solucion de Tripsina-EDTA (0,05% tripsina/0,53 mM EDTA). Después de proceder al recuento de
células, en un contador de células Coulter, las células se granularon mediante centrifugacién, a una velocidad
angular de 1.000 revoluciones por minuto, y se volvieron a suspender en un tampon de estimulacién, el cual
contenia IBMX (equipo, a modo de "kit", de la firma PerkinElmer), precalentado, a la temperatura ambiente, a una
concentracion correspondiente a un rango comprendido dentro de unos margenes que van desde 1,6 x 10° hasta 2,8
x 10° células/ml. En este ensayo, se utilizaron aproximadamente 40.000 a 80.000 células por pozo. Estos
compuestos de ensayo (10 mM en DMSO), se diluyeron en PBS que contenia 0,1% BSA en Beckman Biomek-2000,
y se sometieron a tests de ensayo, en 11 concentraciones diferentes, correspondientes a un rango comprendido
dentro de unos margenes que van desde 100 uM a 1 pM. Las reacciones, se incubaron, durante un transcurso de
tiempo de 10 minutos, a una temperatura de 37°C, y se extinguieron (se pararon), mediante la adicion de 100 pl de
tampon de deteccidn que contenia ['?l-cAMP (NEN SMP004, PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA). La cantidad
producida de cAMP (pmol/pozo), se calculdé en base a los recuentos observados para las muestras y para los
patrones estandar de cAMP, de la forma descrita por parte del manual del usuario proporcionado por el fabricante.
Los datos, se analizaron mediante un andlisis de regresion, no lineal, con el paquete de “software” informatico del
tipo “GraphPad Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), con la ecuacién
sigmoidal. Se utilizd la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng Y, y Prusoff WH, Biochemical Pharmacology, 1973, 22,
23, 3099-108), para calcular los valores de ECso.

En ese ensayo, un valor mas bajo de ECsp, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo tiene una actividad
funcional mas alta, para el receptor ensayado. Se encontr6 que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lla),
tenia un valor de ECsp, menor de aproximadamente 10 nM, para el receptor Bz-adrenérgico; y un valor de ECsg,
menor de aproximadamente 700 nM, para el receptor 33-adrenérgico.
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Ejemplo 16

Ensayo en microplacas del tipo Flashplate, de cAMP de células enteras, con una linea celular epitelial del pulmén,
que expresa, heterélogamente, el receptor B2-adrenérgico, humano

En este ensayo, se procedié a determinar la potencia antagonista y la actividad intrinseca de un compuesto de
ensayo, mediante la utilizacion de una linea celular que expresaba niveles enddgenos de células del receptor .-
adrenérgico. Se cultivaron células procedentes de la linea celular epitelial del pulmén, humana (BEAS-2B)(ATCC
CRL-9609, American Type Culture Collection, Manassas, VA) (January B, et al., British Journal of Pharmacology,
1998, 123, 4, 701-11), haciéndolas crecer hasta un 75 - 90% de confluencia, en medio complete, exento de suero
(medio LHC-9 que contenia epinefrina y acido retindico, de la firma Biosource International, Camarillo, CA). El dia
anterior al ensayo, el medio, se cambié al medio LHC-8 (sin epinefrina ni acido retindico, de la firma Biosource
International, Camarillo, CA). Los ensayo de cAMP, de llevaron a cabo en un formato de radioimmunoensayo,
mediante la utilizacién de un sistema de ensayo de activacién de Flashplate Adenilil Ciclasa, en una microplaca del
tipo Flashplate, con [125|]—CAMP (NEN SMPO004, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA), en concordancia con
las instrucciones para el usuario, proporcionadas por el fabricante.

En el dia del ensayo, las células, se lavaron con PBS, se estimularon, procediendo a rasparlas con 5mM EDTA en
PBS, y se procedié a su recuento. Las células, se granularon, mediante centrifugacion, a una velocidad angular de
1.000 revoluciones por minuto, y se volvieron a suspender en tampdn de estimulacién, pre-calentado a una
temperatura de 37°C, a una concentracion final de 600.000 células/ml. Las células, se utilizaron a una concentracién
final de 100.000 a 120.000 células/pozo, en este ensayo. Los compuestos de ensayo,, se diluyeron, en serie, en el
tampon de ensayo (75 mM Tris/HCI pH 7,4, a una temperatura de 25 °C, 12,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 0,2% BSA)
en Beckman Biomek-2000. Los compuestos de ensayo, se ensayaron, en este test de ensayo, en 11
concentraciones diferentes, correspondientes a un rango comprendido dentro de unos margenes que van desde 10
UM a 10 pM. Las reacciones, se incubaron, durante un transcurso de tiempo de 10 minutos, a una temperatura de
37°C, y se extinguieron (se pararon), mediante la adicion de 100 pl de tampdn de deteccidn, enfriado con hielo. Las
placas, se sellaron, se incubaron durante el transcurso de toda la noche, a una temperatura de 4°C, y se procedio a
su recuento, al dia siguiente, en un contador de centelleo del tipo “Topcount scintillation counter (Packard
BioScience Co., Meriden, CT). La cantidad producida de cAMP por ml de la reaccion, se calculé en base a los
recuentos observados para las muestras y para los patrones estandar de cAMP, de la forma descrita por parte del
manual del usuario proporcionado por el fabricante. Los datos, se analizaron mediante un analisis de regresion, no
lineal, con el paquete de “software” informatico del tipo “GraphPad Prism Software package” (de la firma GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA), utilizando el modelo de 4 parametros, para una respuesta sigmoidal con respecto a
la dosis.

En ese ensayo, un valor mas bajo de ECsg, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo tiene una actividad
funcional mas alta, para el receptor ensayado. Se encontré que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lla),
tenia un valor de ECsg, menor de aproximadamente 10 nM, con un valor de actividad intrinseca mayor de 0,3,
comparado con un agonista 82, completo, isoproterenol (1,0)

Ejemplo 17
Ensayo de Einthoven para la determinacion la eficacia broncoprotectora y su duracién

En este ensayo, se procedié a determinar la eficacia broncoprotectora y la duracién, de los compuestos de ensayo,
mediante la utilizaciéon de conejillos de indias. Este ensayo, se derivaba del procedimiento descrito en Einthoven
(1892) Pfugers Arch. 51: 367 - 445; y Mohammed et al. (2000) Pulm Pharmacol Ther. 13(6):287-92. En este ensayo,
los cambios en la presidon de ventilacion, sirven como una medicion sustitutiva de la resistencia de las vias aéreas
(vias respiratorias). A continuacién del tratamiento previo con un compuesto de ensayo, se procedié a determinar la
potencia antagonista muscarinica, mediante la utilizacién de curvas de la respuesta con respecto a la dosis de
broncoconstrictor, a la metacolina intravenosas, en presencia de propranolol. De una forma similar, se procedié a
determinar la potencia broncoprotectora B2, mediante la utilizaciéon de la histamina. La potencia broncoprotectora
combinada, se determin6 mediante la utilizacion de metacolina, en ausencia de propranolol.

El ensayo, se condujo mediante la utilizacion de conejillos de indias Duncan-Harley (Harlan, Indianapolis, IN), los
cuales pesaban de 250 a 400 g. Se procedié a dosificar un compuesto de ensayo o vehiculo (a saber, agua estéril),
mediante inhalaciéon (IH), durante un transcurso de tiempo de 10 minutos, en una camara de dosificacion de
exposicion corporal (R+S Molds, San Carlos, CA), mediante la utilizacion de 5 ml de solucién de dosificacion. Los
animales, se expusieron a un aerosol generado por un equipo nebulizador “LC Star Nebulizer Set” (Model 22F51,
PARI Respiratory Equipment, Inc. Midlothian, VA), conducido por una mezcla biolégica del tipo “Bioblend” (una
mezcla de 5% COy; 21% Oo; y 74% N2), a una presion de 22 psi. Se evalud la funcién pulmonar, en varios puntos de
tiempo, después de la dosificacion de la inhalacién.
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A los setenta y cinco minutos previos al inicio del ensayo, los conejillos de indias, se anestesiaron, con una inyeccion
intramuscular (IM) de una mezcla de cetamina (43,7 mg/kg/xilazina (3,5 mg/kg)/acepromazina (1,05 mg/kg). Se
procedié a administrar, segin necesidades, una dosis suplemental de esta mezcla (50% de dosis inicial), segun
necesidades. La vena yugular y la arteria carétida, se aislaron, y éstas se canularon o intubaron con catéteres de
polietileno cargados con solucién salina, (micro-renatano, y PE-50, respectivamente, Beckton Dickinson, Sparks,
MS). La arteria cardtida, se conectd a un transductor de presion, para permitir la medicién de la presion sanguinea vy,
la canula de vena yugular, se utilizé para la inyeccion IV de metacolina o de histamina. Se procedid, a continuacion,
a la diseccioén de la traquea, y ésta se canulé (se intubd), con una aguja 14G (#NE-014, Small Parts, Miami Lakes,
Fl). Una vez que se hubo completado la canulacion (intubacion), los conejillos de indias, se ventilaron, mediante la
utilizaciéon de un respirador juego de respirador (Modelo 683, Harvard Apparatus, Inc., MA), a un volumen de ataque
de 1 ml/100 g de peso corporal, pero que, de todos modos, que no excediera de un volumen de 2,5 ml, a una tasa
de 100 ataques por minuto. Se procedioé a medir la presién de ventilacion (VP), en la canula de la traquea, mediante
la utilizacion de un transductor del tipo BioPac, conectado a un pre-amplificador Biopac (TSD 137°C). La
temperatura corporal, se mantuvo a un nivel de 37°C, mediante la utilizacion de un tampén de calentamiento.
Previamente al inicio de la recoleccién de datos, se procedi6 a administrar pentobarbital (25 mg/kg),
intraperitonealmente (IP), para suprimir la respiracion instantdnea y obtener una linea de base estable. Se procedio
a registrar los cambios en una interfase de recoleccion de datos, del tipo “Biopac Windows data collection interface”.
Los datos de la linea de base, se recolectaron durante un transcurso de tiempo de por lo menos 5 minutos, después
de cuyo transcurso de tiempo, los conejillos de indias, se trataron IV, de una forma no acumulativa, con un
incremento doble, de la dosis del broncoconstructor (metacolina o histamina). Cuando se utilizé metacolina, como
agente broncoprotector, los animales se trataron previamente con propranolol (5 mg/kg, 1V), para aislar los efectos
antimuscarinicos del compuesto de ensayo. El propronolol, se administré 30 minutos antes a la construccién de la
curva de la respuesta con respecto a la dosis, a la metacolina o histamina. Los cambios en VP, se registraron,
mediante la utilizaciéon de un sistema de software informatico del tipo “Acknowledge Data Collection Software” (Santa
Barbara, CA). Después de haberse completado el estudio, se procedié a eutanizar a los animales.

El cambio en la VP (presion de ventilacion), se midié en cm de agua. Los cambios en VP (cm H>O) = presion pico
(después del la aplicacion del bronconstructor) - presidon de linea basica de pico. La curva de la respuesta con
respecto a la dosis, de la metacolina o de la histamina, se ajusté a una ecuacién logistica de cuatro parametros,
mediante la utilizacién del GraphPad Prism, version 3,00, para Windows (GraphPad Software, San Diego,
California). Se utilizé la siguiente ecuacion:

Y = Min + (Max _ Min)/(1 + 10(|og ID50-x)*pendiente de HiII))

en donde, X, es el logaritmo de la dosis, Y, es la respuesta, Y empieza en Min y se aproxima, asintomaticamente, a
Max, con una forma sigmoidal.

Se procedié a calcular, para cada dosis del compuesto de ensayo, el porcentaje de inhibicion de la respuesta
broncoconstrictora, a una dosis sub-maxima de metacolina o histamina, mediante la utilizaciéon de la siguiente
ecuacion:

% de inhibicion de respuesta = 100-((presidn pico (después del reto del broncoconstructor, tratado) — presion de
linea de base pico (tratado)*100%/(presion pico (después del reto del broncoconsitritor, agua) — presion de linea de
base pico (agua x 100). Las curvas de inhibicién, se ajustaron, mediante la utilizacién de ecuacion logistica de cuatro
parametros, procedente del sistema de software informatico “GraphPad software”. Se procedié, también a estimar
del valor de IDs (dosis requerida para producir el 50% de inhibicion del broncoconstrictor) y el valor de Emax
(inhibicién maxima), alli en donde fuese apropiado.

Se procedié a determinar la magnitud de la broncoproteccion, en diferentes puntos de tiempo, después de la
inhalacién del compuesto de ensayo, para estimar el tiempo de vida media farmacodinamica (PD T+4;2), mediante la
utilizacién de un ajuste de regresion no lineal, utilizando un ecuacidon de degradacion exponencial de una fase
(GraphPad Prism, Version 4,00): Y=Extension*exp(-K*X) + Meseta; Inicios a Extension + Meseta, y degradacion con
respecto a la Meseta, con una tasa constante K. El valor de PD T4, = 0,69/K. La meseta, se restringié a un valor de
0.

Después de un transcurso de tiempo de 1,5 horas, post-dosis, se encontré que, el 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster del &cido bifenil-2-ilcarbamico
(compuesto lla), tenia un valor de ECso, menor de aproximadamente 50 uyg/ml, para ambas, la broncoconstriccion
inducida mediante metacolina, y la broncoconstriccion inducida mediante histamina.

Adicionalmente, ademas, este compuesto, producia una broncoproteccion significante, para un transcurso de tiempo
de hasta 72 horas, cuando se éste se administraba a una dosis sub-maxima individual. En este ensayo, el salmeterol
(3 pg/ml)(un agonista del receptor B,-adrenérgico), exhibia una significativa broncoproteccién, durante un transcurso
de tiempo de 6 a 14 horas; y el tiotropio (10 pg/ml)(un antagonista del receptor muscarinico), exhibia una
significativa broncoproteccion, para un transcurso de tiempo superior a 72 horas.
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Ejemplo 18
Ensayo de conejillos de indias, pletismografico, para determinar la eficacia broncoprotectora y su duracion

En este ensayo, se procedié a determinar la eficacia y la duracion broncoprotectora de los compuestos de ensayo,
mediante la determinacion de un ensayo de conejillos de india.

Se procedié a identificar individualmente, grupos de 6 conejillos de indias macho ( (Duncan-Hartley (HsdPoc:DH)
Harlan, Madison, WI), los cuales tenian un peso comprendido entre 250 g y 350 g, mediante tarjetas para jaulas.
Durante la totalidad del estudio, desde el principio hasta al final, se permitié el libre acceso de los animales, a los
alimentos y al agua, ad libitum. Los compuestos de ensayo, se administraron via inhalacién, en un transcurso de
tiempo de 10 minutos, en una camara de dosificacion, con exposicion del cuerpo antero. (R&S Molds, San Carlos,
CA). Las camaras de dosificacion, se organizaron de tal forma que se suministrara simultdneamente un aerosol, via
la inhalacion, a seis camaras individuales, desde el distribuidor central. Los conejillos de indias, se expusieron a un
aerosol de un compuesto de ensayo o de un vehiculo (WFI). Los aerosoles, se generaron a partir de soluciones
acuosas, mediante la utilizacion de un equipo respiratorio con juego nebulizador del tipo “LC Star Nebulizer Set”
(Modelo 22F51, PARI Respiratory Equipment, Inc. Midlothian, VA), conducido por una mezcla de gases (CO2 = 5%,
02 =21% y N2 = 74%), a una presion de 22 psi. El flujo de gas, a través del nebulizador, a esta presion operativa,
era de aproximadamente 3 litros por minuto. Los aerosoles generados, se condujeron al interior de las camaras,
mediante una presion positiva. No se utilizé ninguna dilucién de aria, durante el suministro de las soluciones en
forma de aerosol. Durante el transcurso de los 10 minutos de nebulizacién, se nebulizaron aproximadamente 1,8 ml
de solucién. Este valor, se midié gravimétricamente, procediendo a comparar los pesos pre-nebulizacion y post-
nebulizacién del nebulizador cargado.

Los efectos broncoprotectores de los compuestos de ensayo, administrados via inhalacion, se evaluaron mediante la
utilizacion de pletismografia del cuerpo entero, a unos intervalos de tiempo de 1,5 horas, 24 horas, 48 horas y 72
horas post-dosis. A los cuarenta y cinco minutos previos al inicio de la evoluciéon pulmonar, cada conejillo de indias,,
se anestesid, via una inyeccion intramuscular de cetamina (43,75 mg(kg), xilazina (3,50 mg/kg) y acepromazina
(1,05 mg/kg). El sitio quirdrgico, se afeitd y se limpié con alcohol al 70%, y se realizé a un incision de 2, a 3 cm de la
linea media, del aspecto ventral del cuello. La vena yugular, se aislé y se canul6 (se intubd) con un catéter de
polietileno cargado con soluciéon salina (PE-50, Becton Dickinson, Sparks, MD), para permitir la infusiones
intravenosas de la acetilcolina o histamina en solucién salina. Se procedio, a continuacién, a diseccionar libremente
y a entubar la traquea, con un tubo 14G de teflon (#NE- 014, Small Parts, Miami Lakes, Fl). En caso necesario, se
mantuvo la anestesia mediante inyecciones intramusculares adicionales, de la mezcla anestésica. La profundidad de
la anestesia, se controld y se ajustd, si el animal respondia al pellizcado en su pata, si la tasa respiratoria, era
superior a las 100 respiraciones por minuto.

Una vez que se hubieron completado las canulaciones (intubaciones), el animal, se emplazé en un pletismografo
(#PLY3114, Buxco Electronics, Inc., Sharon, CT) y se procedi6 a insertar una canula de presién esofagica, (PE-160,
Becton Dickinson, Sparks, MD), para medir la presion de conduccion pulmonar. El tubo traqueal de teflén, se uni6 a
la apertura del pletismografo, para permitir que el conejillo de indias respirara aire de entorno medioambiental
procedente del exterior de la camara. Se procedid, a continuacion, a sellar la camara. Se utilizé6 una lampara de
calentamiento, para mantener la temperatura corporal, y se procedié a llenar tres veces los pulmones de los
conejillos de indias, con 4 ml de aire, mediante la utilizacién de una jeringa de de calibracion, de 10 ml (#5520
Series, Hans Rudolphoras, Kansas City, MO), con objeto de asegurar el hecho de que no se colapsaran las vias
respiratorias inferiores y que el animal no sufriera por la hiperventilacion.

La evaluacion pulmonar, se inicid6 después de determinar los valores de linea basica, dentro de unos margenes
comprendidos dentro de unos margenes que iban desde los 0,3 ml hasta los 0,9 ml por cm de H.O, para la
condescendencia de conformidad, y dentro de unos margenes que iban desde los 0,1 hasta los 0,199 cm H2O por ml
por segundo, para la resistencia. Se procedié a utilizar un programa computerizado de mediciéon pulmonar del tipo
Buxco, para la recoleccion y la derivacion de los valores pulmonares. El inicio del programa, inicié el protocolo
experimental y la recoleccion de datos. Se procedié a medir los cambios en el volumen, con respecto al tiempo, que
habian acontecido dentro del pletismografo, con cada respiracién, via un transductor de presiéon del tipo Buxto.
Mediante la integracion de esta sefial, con respecto al tiempo, se procedié a calcular una medicion del flujo, para
cada respiracion. Esta sefial y los cambios de la conduccién pulmonar, mediante la utilizaciéon de un transductor de
presion del tipo Sensym (TRD4100), se conectaron, via un pre-amplificador del tipo Buxco (MAX 2270), a una
interfase de recoleccién de datos (SFT3400 y SFT3813). La totalidad de los otros parametros pulmonares, se
derivan de estas dos entradas (de sefiales).

Los valores de linea de base, se recolectaron durante un transcurso de tiempo de 5 minutos, después de cuyo
transcurso de tiempo, los conejillos de indias, se estimularon, bien ya sea con acetilcolina o bien ya sea con
histamina. Cuando se evaluaron los efectos de los antagonistas muscarinicos de un compuesto de ensayo, se
procedié a administrara propanolol (5 mg/Kg, iv) (Sigma-Aldrichoras, St. Louis, MO), en un transcurso de tiempo de
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15 minutos, previamente al tratamiento con acetilcolina. La acetilcolina, se infusiond intravenosamente, (Sigma-
Aldrichoras, St. Louis, MO) (0,1 mg/ml), durante un transcurso de tiempo de 1 minuto, desde una bomba de jeringa
(sp210iw, World Precision Instruments, Inc., Sarasota, Fl), a las siguientes dosis, y los siguientes tiempos de
prescripcion, a partir del inicio del experimento: a razén de 1,9 pg/minuto, a los 5 minutos, a razén de 3,8 pyg/minuto,
a los 10 minutos, a razén de 7,5 pg/minuto, a los 15 minutos, a razén de 15,0 yg/minuto, a los 20 minutos, a razén
de 30 pg/minuto, a los 25 minutos y a razén de 60 pug/minuto a los 30 minutos. De una forma alternativa, se procedio
a valorar efectos del compuesto de ensayo, en el modelo de estimulacion con acetilcolina, sin el tratamiento previo
con propanolol.

Cuando se valoraron los efectos del receptor B2-adrenérgico del compuesto de ensayo, se infusiond histamina (25
ug/ml) (Sigma-Aldrichoras, St. Louis, MO), intravenosamente, durante un transcurso de tiempo de 1 minuto, desde
una bomba de jeringa, a las siguientes dosis, y los siguientes tiempos de prescripcion, a partir del inicio del
experimento: a razén de: a razén de 0,5 pg/minuto, a los 5 minutos, a razén de 0,9 yg/minuto, a los 10 minutos, a
razon de 1,9 pg/minuto, a los 15 minutos, a razén de 3,8 yg/minuto, a los 20 minutos, a razén de 7,5 pg/minuto, a los
25 minutos y a razén de 15 pg/minuto, a los 30 minutos. Si la resistencia o la conformidad de condescendencia no
volvia a los valores de linea de base, después de un transcurso de tiempo de 3 minutos, a continuacion de cada
dosis de acetilcolina o histamina, los pulmones de los conejillos de indias, se inflaron, tres veces, con 4 ml de aire,
desde una jeringa de calibracion de 10 ml. Los parametros pulmonares registrados, incluian la frecuencia
respiratoria (respiraciones por minuto), la conformidad de condescendencia (mol por cm H;0) y la resistencia
pulmonar (cm H>O por ml, por segundo). Una vez que se hubieron completado las mediciones de la funcion
pulmonar, en el minuto 35 de este protocolo, el conejillo de indias, se retird del pletismégrafo, y se eutanizaron
mediante asfixia con dioxido de carbono.

Los datos, se evaluaron de una o dos formas:

(a) Se procedio a calcular la resistencia pulmonar (R.)(cm H20 por ml por Segundo), a partir del factor de relacion
del cambio en la presién, con respecto al cambio en el flujo). Se procedid a computar la respuesta de la R, a la
acetilcolina (60 pg/minuto, IH), para el vehiculo y el compuesto de ensayo. Se procedié a calcular La respuesta
media a la acetilcolina, en los animales tratados con el vehiculo, a cada tiempo de tratamiento previo, y ésta se
utilizé6 para computar el porcentaje de inhibicién de la respuesta de acetilcolina, al correspondiente tiempo de
tratamiento previo, a cada dosis de compuesto de ensayo. Se ajustaron las curvas de inhibicion de la respuesta con
respecto a la dosis, para ‘R.’, con una ecuacion logistica de cuatro parametros, mediante la utilizacion de un sistema
de software informatico del tipo “GraphPad Prism, version 3,00 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
California), para estimar el valor broncoprotector IDsy (dosis requerida para inhibir la acetilcolina (60
pug/minuto)(respuesta de broncorestriccion al 50%). Se utilizo la siguiente ecuacion:

Y = Min + (Max _ Mln)/(1 + 1O(Iog ID50-x)*pendiente de HiII))

en donde, X, es el logaritmo de la dosis, Y, es la respuesta (porcentaje de inhibicion del incremento en R, inducido
por acetilcolina), Y empieza en Min y se aproxima, asintomaticamente, a Max, con una forma sigmoidal.

(b) La cantidad de PD, la cual se define como la cantidad de acetilcolina o de histamina necesaria para provocar un
valor doble de la resistencia pulmonar de linea de base, se calculd6 mediante los valores de la resistencia pulmonar,
derivados del flujo y de la presién con respecto a los rangos de estimulaciéon con acetilcolina o con histamina,
mediante la utilizacion de la siguiente ecuacion (la cual se derivé a partir de la ecuacion utilizada para calcular los
valores de PCy, descritos en American Thoracic Society. Guidelines for methacholine y exercise challenge testing, -
Sociedad Americana de toracidad. Guia para el ensayo con metacolina y para los ejercicios de estimulacion con ésta
-, 1999. Am JRespir Crit Care Med. 2000; 161: 309-329):

(log Cz - log C1)(2Ro — R1)
PD; = antilog [log C+ + ]
R> - Ry

en donde,

C4 = Concentracién de acetilcolina o histamina que precede a C,

C, = Concentracion de acetilcolina o histamina resultante en por lo menos un incremento de dos veces en la
resistencia pulmonar (R.)

Ro = valor de R de linea de base

R+ = valor de R, después de C;

R, = valor de R, después de C,
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Los valores estadisticos de los datos, se realizaron mediante la utilizacion de un “test de ensayo t de dos colas” (two
tailed Students t-test). Un valor de P <0,05, se consideré como significativo.

En este ensayo, se ensay6 el Compuesto 50 descrito en el documento de publicacién de patente estadounidense n°
US 2004/0167167A1, publicado en fecha 21 de Agosto del 2004. La estructura quimica del compuesto 50, es la
siguiente:

G
N’\jl\u/@/\ H OH W
(LA

H

<

este compuesto, esta exento de los grupos alquilo presentes en el anillo fenilo de los compuestos de la presente
invencion. En este ensayo, los compuestos 50, no mostraron una broncoproteccion significativa, a las 24 horas post-
dosis, por dosis, correspondiente a un rango comprendido dentro de unos margenes que iban desde los 3 pg/ml
hasta los 300 pl/ml. Los valores de PD2x, para el compuesto 50, a las 24 horas, eran similares a los del grupo de los
vehiculos (agua).

Ejemplo comparativo 50

En este ensayo, el salmeterol (100 pg/ml) (un agonista del receptor Bz-adrenérgico, exhibia una significativa
broncoproteccion, durante un transcurso de tiempo de por los menos 24 horas; y el tiotropio (10 pg/ml)(un
antagonista del receptor muscarinico), exhibia una significativa broncoproteccion, durante un transcurso de tiempo
de por lo menos 24 horas.
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto de la férmula |

A
N H
/zh/\ H OH . H
R1 .

1

o

sE¥ecae
5

1
15 en donde,
R1, es metilo 6 etilo;
R?, es metilo 6 etilo;
0 una sal o solvato o estereoisémero de éste, farmacéuticamente aceptables.

20 2.- Un compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la férmula Il

o]
© oMY

N o
H

: < :

en donde,
R, es metilo ¢ etilo;
Rz, es metilo 6 etilo;
35 o una sal de éste, farmacéuticamente aceptable.

Iz
Iz

3.- Un compuesto de la reivindicaciéon 1, que tiene la férmula lla:

CH OH
40 : 3 9
N N'J'LH
H H
oBUCAS
C .
45 _ N)-L . H,
H Iia )
50
4.- Un compuesto de la reivindicacion 1, en donde, el compuesto, es una sal farmacéuticamente aceptable de un
compuesto de la formula Il:
OH
) CH, o
55
N N'JJ\H
H H
CILs O
60 N (o] Hy '
H Ia
65
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5.- Una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un portador o soporte farmacéuticamente
aceptable y un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6.- Una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende:
(a) un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;
(b) un agente esteroideo, antiinflamatorio; y

(c) un portador o soporte farmacéuticamente aceptable.

7.- Una combinacién de agentes terapéuticos, que comprende:

(a) un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;
(b) un agente esteroideo, antiinflamatorio.

8.- Un equipo, a modo de “kit”’, que comprende:

(a) una primara composicion farmacéutica, que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a4, y un primer portador o soporte farmacéuticamente aceptable; y

(b) una segunda composicion farmacéutica, que comprende un agente esteroideo antiinflamatorio y un segundo

portador o soporte, farmacéuticamente aceptable;
en donde, la primera y la segunda composiciones farmacéuticas, son composiciones farmacéuticas separadas.

9.- Un procedimiento para preparar el compuesto de la reivindicacion 1, comprendiendo, el procedimiento, la
desproteccion de un compuesto de la formula 6:

R?
0
/\)‘L H O
O N N ~p'
/ﬁ\ HoR
N © 6

en donde, P', es un grupo protector de hidroxilo, para proporcionar el compuesto de la formula 1.

=
Iz

10.- Un intermediario, para preparar un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde, el
intermediario, es un compuesto de la férmula lll:

R2
0] N N"lL
/\)h H (0] H
N N ~p'
j\ "R :
N © 6
en donde,

Y', se selecciona de entre -CHO, -CN, -CH,OH, -CH(ORsa)OR%, -C(O)OH, -C(O)OR3°, bromo y yodo, en donde, R
y R®, se seleccionan, de una forma independiente, de entre alquilo Cis, 6 R*® y R®, se unen, para formar un
alquileno Cy., R3°, se selecciona de entre alquilo C1.;

R1, es metilo 6 etilo;

Rz, es metilo 6 etilo;

0 una sal o estereocisémero de éste.

11.- El compuesto de la reivindicacion 10, en donde, R’ y RZ, son metilo.
45



10

ES 2391584 T3

12.- El compuesto de la reivindicacion 10 6 la reivindicacion 11, en donde, Y', es ~CHO.

13,- Un compuesto de la reivindicacion 4, en donde, el compuesto, es la sal del acido L-tartarico del 1-[2-(4-{[(R)-2-
(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il  éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico

14.- Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en terapia.

15.- Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la fabricacién de un medicamento
para tratar un trastorno pulmonar.
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