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DESCRIPCION
Forma cristalina de un compuesto bifenilo
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a nuevas sales cristalinas de acido 1,2-etanodisulfénico de un compuesto bifenilo
que se espera resulten Utiles como agentes terapéuticos para el tratamiento de trastornos pulmonares. La presente
invencion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos compuestos cristalinos o
preparadas a partir de dichos compuestos cristalinos, a procedimientos y a intermediarios para preparar dichos
compuestos cristalinos, y resulta util en métodos de utilizacion de dichos compuestos cristalinos para el tratamiento
de un trastorno pulmonar.

Estado de la técnica

La solicitud de patente WO n° 01/42212 describe derivados impedidos de carbamato que son antagonistas de
receptor muscarinico. La solicitud de patente WO n° 2004/074276 describe derivados bifenilo que presentan tanto
actividad de agonista de receptor 3, adrenérgico como de antagonista de receptor muscarinico.

La solicitud de patente US de titularidad compartida n® 10/779.157 (patente US n° 2004/0167167), presentada el 13
de febrero de 2004, da a conocer nuevos compuestos bifenilo que resultan utiles como agentes terapéuticos para el
tratamiento de trastornos pulmonares tales como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y el asma. En
particular, el compuesto 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico se da a conocer especificamente en dichas
solicitudes que presenta actividad tanto de antagonista muscarinico como de agonista de receptor B2-adrenérgico.
La estructura quimica del 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico esta representada por la férmula I:

at OH

uioﬂ“if'@" :
()

Iz

N~ TO
H
OH

Los agentes terapéuticos utiles para tratar trastornos pulmonares se administran ventajosamente de manera directa
en el tracto respiratorio mediante inhalacion. A este respecto, se han desarrollado varios tipos de dispositivos de
inhalacion farmacéutica para administrar agentes terapéuticos mediante inhalacion, incluyendo los inhaladores de
polvos secos (IPS), los inhaladores de dosis medida (IDM) y los inhaladores nebulizadores. Durante la preparacion
de composiciones y formulaciones farmacéuticas para la utilizacién en dichos dispositivos, resulta altamente
deseable disponer de una forma cristalina del agente terapéutico que no sea higroscoépica ni delicuescente y que
presenta un punto de fusion relativamente alto (es decir, superior a aproximadamente 150°C), permitiendo de esta
manera que el material pueda micronizarse sin descomposicion significativa o pérdida de cristalinidad.

No se ha informado previamente de ninguna forma salina cristalina del compuesto de formula |. De acuerdo con lo
anteriormente expuesto, existe una necesidad de una forma salina cristalina no delicuescente estable del compuesto
de férmula | que presente un nivel aceptable de higroscopicidad y un punto de fusién relativamente alto.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION
La presente invencion proporciona sales cristalinas de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-

(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-
2-ilcarbdmico o un solvato de las mismas:
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Inesperadamente, dichas sales cristales de acido 1,2-etanodisulfénico del compuesto de formula | se ha encontrado
que no son delicuescentes, incluso cuando se exponen a la humedad atmosférica. Ademas, dichas sales cristalinas
presentan un nivel aceptable de higroscopicidad y un punto de fusién muy alto, por ejemplo superior a 215°C. En
una realizacion particular, una sal cristalina de la presente invencion presenta un punto de fusién superior a 230°C.

Entre otros usos, una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del compuesto de férmula | resulta atil para
preparar composiciones farmacéuticas que se espera resulten utiles para tratar trastornos pulmonares. De acuerdo
con lo anteriormente expuesto, en otros de sus aspectos de composicion, la presente invencion proporciona una
composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una sal cristalina de acido
1,2-etanodisulfonico de  1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma.

En una realizacién particular, la composicion farmacéutica de la presente invencidon comprende ademas un agente
antiinflamatorio esteroideo, tal como un corticoesteroide, o un inhibidor de fosfodiesterasa-4 6 una combinacion de
los mismos.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una combinacion que comprende:

(a) una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o
un solvato de la misma, y

(b) un agente antiinflamatorio esteroideo.

El compuesto de férmula | presenta actividad tanto de antagonista muscarinico como de agonista de receptor 3,-
adrenérgico. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, una sal de acido 1,2-etanodisulfonico de la presente
invencion se espera que resulte Util como agente terapéutico para el tratamiento de trastornos pulmonares tales
como asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en uno de sus aspectos metodoldgicos, la presente invencion resulta util
en un método para tratar un trastorno pulmonar, comprendiendo el método la administracion en un paciente que
necesita tratamiento, de una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico
de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma.

Ademas, la presente invencion resulta utii en un método para producir la broncodilatacién en un paciente,
comprendiendo el método la administracion mediante inhalacién en un paciente de una cantidad productora de
broncodilatacion de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etillpiperidin-4-il-éster ~ de acido bifenil-2-
ilcarbamico o un solvato de la misma.

La presente invencion resulta util ademas en un método para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o el
asma, comprendiendo el método la administracion en un paciente que necesita tratamiento, de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-
ilcarbamico o un solvato de la misma.

La presente invencion se refiere ademas a procedimientos para preparar una sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfonico del compuesto de féormula I. Por consiguiente, en otro de sus aspectos metodoldgicos, la presente
invencién proporciona un procedimiento para preparar una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-
cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-
4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico, comprendiendo el procedimiento poner en contacto el éster 1-[2-(2-cloro-4-
{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etilpiperidin-4-il-éster
de acido bifenil-2-ilcarbamico con acido 1,2-etanodisulfénico.

En todavia otro de sus aspectos metodolégicos, la presente invencién proporciona un procedimiento para preparar
una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico de un compuesto de férmula |, comprendiendo el procedimiento:

(a) poner en contacto un compuesto de férmula Il:
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en la que R'™ R™ y R'®se seleccionan independientemente de entre alquilo C1.4, fenilo, alquil-C1.s-fenilo o uno de
entre R'?, Ry R'¢es -O-(alquilo C1), con iones fltor, y

(b) poner en contacto el producto de la etapa (b) on acido 1,2-etanodisulfénico o un hidrato del mismo, con el fin
de formar una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de un compuesto de férmula |, en la que las etapas (a)
y (b) se llevan a cabo en el mismo recipiente de reaccion sin aislamiento del producto de la etapa (a).

En otro de sus aspectos metodolégicos, la presente invencion proporciona un procedimiento para preparar una sal
cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de un compuesto de férmula | que presenta un punto de fusion superior a
230°C, comprendiendo el procedimiento afadir un cristal de nucleacion de una sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfénico de un compuesto de formula | a una soluciéon que comprende una sal de acido 1,2-etanodisulfénico
de un compuesto de formula | disuelto en un diluyente inerte, en el que el cristal de nucleacion presenta un punto de
fusion superior a 230°C.

Este procedimiento también puede utilizarse para recristalizar una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de un
compuesto de férmula | con el fin de proporcionar una forma cristalina que presenta un punto de fusion superior a
230°C. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la invencion proporciona ademas un procedimiento para preparar
una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de un compuesto de férmula | que presenta un punto de fusion
superior a 230°C, comprendiendo el procedimiento:

(a) disolver una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de un compuesto de férmula | en un diluyente inerte a
una primera temperatura,

(b) enfriar el producto de la etapa (a) hasta una segunda temperatura, y

(c) ahadir un cristal de nucleacion de una sal de acido 1,2-etanodisulfonico de un compuesto de férmula |,

en el que el cristal de nucleaciéon presenta un punto de fusion superior a 230°C; la primera temperatura es una
temperatura suficiente para disolver la sal de acido 1,2-etanodisulfonico y la segunda temperatura es inferior a una
temperatura a la que el cristal de nucleacion se disuelve por completo al afiadirlo al producto de la etapa (b).

Ademas, la presente invencion resulta Util en un procedimiento para purificar 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-
ilcarbamico, comprendiendo el procedimiento formar una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del 1-[2-(2-cloro-
4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-
éster de acido bifenil-2-ilcarbamico.

La presente invencién se refiere ademas a una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-
hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de
acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma, para la utilizacién en terapia o a modo de medicamento.

Ademas, la presente invencion se refiere a la utilizacion de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-
(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de &acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma, para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de un trastorno pulmonar.

La presente invencion se refiere ademas a la utilizacion de:
(a) una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-

dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o
un solvato de la misma, y
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(b) un agente antiinflamatorio esteroideo,
en la preparacién de un medicamento destinado al tratamiento de un trastorno pulmonar.

La sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de é&cido bifenil-2-ilcarbamico o un
solvato de la misma, puede utilizarse en forma micronizada, y las composiciones farmacéuticas pueden comprender
un portador farmacéuticamente aceptable y una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-
2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster  de
acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma, en forma micronizada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Se ilustran diversos aspectos de la presente invencién mediante referencia a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra un registro de calorimetria de barrido diferencial (CBD)) y un registro de analisis
termogravimétrico (ATG) y

la figura 2 muestra un registro de CBD de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-
2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil|piperidin-4-il-éster
de acido bifenil-2-ilcarbamico de la presente invencion.

Las figuras 3 y 4 muestran patrones de difraccién de rayos X de los polvos (DRXP) de muestras de una sal
cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de &cido bifenil-2-ilcarbamico de la presente
invencion.

La figura 5 muestra un espectro de absorcidon de infrarrojos (IR) para una sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfénico del  1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico de la presente invencion.

La figura 6 muestra un registro de sorcién dinamica de la humedad (SDH) de una sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfénico del 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona sales cristalinas de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-
(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-
2-ilcarbamico o un solvato de las mismas. El agente terapéutico activo en estas sales (es decir, el compuesto de
férmula 1) contiene un centro quiral que presenta la configuracion (R). Sin embargo, el experto en la materia
entendera que pueden encontrarse cantidades menores del estereoisémero (S) en las composiciones de la presente
invencién, a menos que se indique lo contrario, con la condicion de que ninguna utilidad de la composicidon en su
globalidad resulte eliminada por la presencia de dicho isémero.

El compuesto de férmula | se ha denominado utilizando el software AutoNom, disponible comercialmente (MDL, San
Leandro, California). Ademas, las sales de acido 1,2-etanodisulfénico en ocasiones también se denominan sales de
edisilato o sales edisilato.

Definiciones

En la descripcion de los compuestos, composiciones, métodos y procedimientos de la presente invencion, los
términos y expresiones siguientes presentan los significados siguientes, a menos que se indique lo contrario.

La expresién "punto de fusion" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la temperatura a la que se
observa el flujo maximo de calor endotérmico mediante calorimetria de barrido diferencial.

La expresién "forma micronizada" se refiere a una forma de particulas en la que por lo menos aproximadamente
90% de las particulas presentan un diametro inferior a aproximadamente 10 mm.

El término "solvato" se refiere a un complejo o agregado formado por una o0 mas moléculas de un soluto, es decir,
una sal de acido 1,2-etanodisulfénico del compuesto de férmula | y una o mas moléculas de un solvente. Dichos
solvatos tipicamente presentan una proporcién molar sustancialmente fija de soluto a solvente. Dicho término incluye
ademas clatratos, incluyendo los clatratos con agua. Entre los solvente representativos se incluyen, a titulo de
ejemplo, agua, metanol, etanol, isopropanol, acido acético y similares. En el caso de que el solvente sea agua, el
solvato formado es un hidrato.
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La expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad suficiente para llevar a cabo el
tratamiento cuando se administra en un paciente que necesita tratamiento.

El término "tratar" o "tratamiento" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a tratar o al tratamiento de
una enfermedad o de una condiciéon médica (tal como EPOC) en un paciente, tal como un mamifero (particularmente
un ser humano), incluyendo:

(a) prevenir que aparezca la enfermedad o condicion médica, es decir, el tratamiento profilactico de un paciente,
(b) mejorar la enfermedad o la condicién médica, es decir, eliminar o provocar la regresion de la enfermedad o de
la condicién médica en un paciente,

(c) suprimir la enfermedad o la condicion médica, es decir, enlentecer o detener el desarrollo de la enfermedad o
de la condicion médica en un paciente, o

(d) aliviar los sintomas de la enfermedad o de la condicidon médica en un paciente.

La expresién "forma de dosificacion unitaria” se refiere a una unidad fisicamente discreta que resulta adecuada para
dosificar en un paciente, es decir, una unidad que contiene una cantidad predeterminada de una sal de la invencién
que se ha calculado que produce el efecto terapéutico deseado, sola 0 en combinaciéon con una o mas unidades
adicionales. Por ejemplo, dichas formas de dosificacion unitaria pueden ser capsulas para inhalador de polvos
secos, una dosis medida de un inhalador de dosis medidas, capsulas, tabletas y pildoras.

Sales de acido 1,2-etanodisulfénico de la invencién

Puede prepararse una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster ~ de acido bifenil-2-
ilcarbamico de la presente invencion a partir de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-
5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico y acido 1,2-
etanodisulfénico o un hidrato del mismo.

Una sal de acido 1,2-etanodisulfénico de la presente invencion tipicamente contiene entre 0,90 y 1,10 equivalentes
molares de acido 1,2-etanodisulfénico por equivalente molar de compuesto de férmula I, incluyendo entre 0,95 y
1,05 equivalentes molares de &cido 1,2-etanodisulfénico por equivalente molar de compuesto de formula I. En una
realizacién particular, la sal de acido 1,2-etanodisulfénico de la presente invencion contiene 1 equivalente molar de
acido 1,2-etanodisulfénico por equivalente molar del compuesto de formula I.

La proporcion molar de acido 1,2-etanodisulfénico a 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico puede
determinarse facilmente mediante diversos métodos disponibles para el experto en la materia. Por ejemplo, dichas
proporciones molares pueden determinarse faciimente mediante RMN-"H. Alternativamente, puede utilizarse el
analisis elemental y métodos de HPLC para determinar la proporcién molar.

El 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico utilizado en la presente invencion puede
prepararse facilmente a partir de materias primas y reactivos disponibles comercialmente utilizando los
procedimientos descritos en los Ejemplos, posteriormente, o utilizando los procedimientos descritos en la solicitud de
patente US de titularidad compartida indicada en la seccion de antecedentes de la presente solicitud.

El acido 1,2-etanodisulfénico se encuentra disponible comercialmente de, por ejemplo, Alfa Chemicals Ltd.,
Berkshire, Reino Unido. En una realizacién, el acido 1,2-etanodisulfénico utilizado para preparar las sales de la
presente invencion es un dihidrato. En una realizacion particular, el dihidrato de acido 1,2-etanodisulfénico presenta
una pureza superior o igual al 97% (determinada mediante HPLC). Si se desea, el dihidrato de acido 1,2-disulfénico
utilizado en la presente invencién puede recristalizarse a partir de, por ejemplo, acido acético y anhidrido acético
previamente a la utilizacion.

Para preparar una sal cristalina de la presente invencioén, el 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de  acido  bifenil-2-ilcarbamico
tipicamente se pone en contacto con 0,75 a 1,3 equivalentes molares de acido 1,2-etanodisulfénico o de un hidrato
del mismo. Generalmente, dicha reaccién se lleva a cabo en un diluyente inerte a una temperatura comprendida
entre aproximadamente 0°C y 60°C, incluyendo aproximadamente 20°C a 55°C, tal como 25°C a 50°C. Entre los
diluyentes inertes adecuados para dicha reaccion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, metanol, etanol,
isopropanol, isobutanol, acetato de etilo, diclorometano y similares, conteniendo opcionalmente agua.En una
realizacion particular, se afnade una solucién de dihidrato de acido 1,2-etanodisulfénico en etanol a un volumen cinco
veces mayor de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico en una mezcla de isopropanol y
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diclorometano (64:1). En otras realizaciones particulares, la solucion de dihidrato de acido 1,2-etanodisulfénico
incluye agua o etanol como diluyente y la solucion de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico
incluye isopropanol o etanol como diluyente.

Alternativamente, puede prepararse una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de un compuesto de férmula |
poniendo en contacto un derivado protegido con sililo del compuesto de formula | (es decir, un compuesto de formula
Il) con una fuente de iones fluor y después, en el mismo recipiente de reaccion, poniendo en contacto el producto
con acido 1,2-etanodisulfonico o un hidrato del mismo. En una realizacion particular, el grupo protector de sililo es un
grupo terc-butildimetilsililo. Entre otros grupos protectores de sililo adecuados se incluyen terc-butildifenilsililo,
difenilmetilsililo, di-terc-butilmetilsililo y terc-butoxidifenilsililo. La fuente de iones fldor utilizada en dicho
procedimiento puede ser cualquier reactivo que contenga o que comprenda iones fllor o fluoruro de hidréogeno. En
una realizacion particular, la fuente de iones flor es el trihidrofluoruro de trietilamina. Entre otras fuentes adecuadas
de iones fluor se incluyen fluoruro de tetrabutilamonio, fluoruro de potasio con fluoruro de 18-corona-6-hidrogeno e
hidrofluoruro de piridina.

Generalmente, dicho procedimiento se lleva a cbo en un diluyente inerte a una temperatura comprendida entre 0°C y
50°C, incluyendo 20°C a 35°C, tal como 25°C a 30°C. Entre los diluyentes inertes adecuados para dicha reaccion se
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, diclorometano, metanol y mezclas de los mismos. En una realizacion
particular, una soluciéon de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico se pone en contacto con 2,5 a 3,0
equivalentes molares de trihidrofluoruro de trietilamina en diclorometano a temperatura ambiente durante 12 a 24
horas o hasta que se ha completado sustancialmente la eliminacién del grupo sililo. A la solucion resultante, sin
aislamiento del producto de reaccion, se afaden 0,9 a 1,1 equivalentes molares de dihidrato de acido 1,2-
etanodisulfonico en metanol y esta mezcla se calienta a una temperatura de entre 25°C y 35°C durante 2 a 6 horas.
Tras completarse la reaccion, una sal cristalina de aido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-
ilcarbamico se aisla de la mezcla de reacciéon mediante cualquier medio convencional, tal como la precipitacion, la
concentracion o la centrifugacion.

Opcionalmente, una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de la presente invencion puede purificarse
adicionalmente mediante agitacién o suspension de la sal en isopropanol que contiene 15% a 25%, incluyendo 20%,
de agua en volumen. En una realizacién particular, se utilizan 10 ml de la mezcla de isopropanol/agua por cada
gramo de la sal de acido 1,2-etanodisulfénico.

Un procedimiento para preparar una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de la presente invencion
opcionalmente puede incluir la utilizacion de un cristal de nucleacién para producir predominantemente una sal
cristalina particular. Por ejemplo, mediante la utilizacion de un cristal de nucleacién de una sal cristalina de punto de
fusion mas alto (es decir, superior a 230°C), puede prepararse una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de
férmula | que presenta esencialmente el mismo punto de fusién que el cristal de nucleacién. Dichos cristales de
nucleacién pueden utilizarse al formar inicialmente la sal cristalina o pueden utilizarse para recristalizar una sal
cristalina o parcialmente cristalina.

Tipicamente, los cristales de nucleacién se preparan a escala pequefia mediante cristalizacion lenta sin agitacion y
sin aplicar enfriamiento. A titulo ilustrativo, para obtener cristales de nucleacién, la sal cristalina tipicamente se
disuelve en un diluyente inerte a una temperatura suficinete para conseguir la disolucién. Generalmente, en el
procedimiento inicial de obtencion de cristales de nucleacion, se utiliza una cantidad reducida, tipicamente inferior a
10 g, incluyendo inferior a 5 g, tal como inferior a 1 g, de la sal cristalina. En una realizacion particular, se utiliza
metanol que contiene 12% a 20% de agua, incluyendo 13% a 15% de agua, como el diluyente a una temperatura
comprendida entre 60°C y 70°C, tal como entre 60°C y 65°C. Se deja enfriar la solucion hasta la temperatura
ambiente. Tras 1 a 3 dias, los cristales resultantes se aislan mediante filtracion u otros medios convencionales.
Alternativamente, pueden obtenerse cristales de nucleacion a partir de una preparacion previa del material cristalino.

En el procedimiento de recristalizacion que utiliza cristales de nucleacion, se disuelve una sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfénico de la presente invenciéon en un diluyente inerte, tal como en el procedimiento de obtencion de
cristales de nucleacion, tipicamente metanol que contiene 15% de agua, a una temperatura comprendida entre 60°C
y 65°C. Se deja enfriar la solucidén hasta una temperatura a la que no se disuelven los cristales de nucleacion, por
ejemplo a una temperatura comprendida entre 30°C y 40°C y después se afiaden los cristales de nucleacion.
Tipicamente, la proporcion de peso de cristales de nucleacion a peso de sal cristalina en la solucion es de entre 1:5
y 1:35. La solucién se enfria hasta una temperatuar a la que se produce la cristalizacidn, por ejemplo hasta 20°C y
se agita durante 2 a 24 horas. Los cristales resultantes se aislan por medios convencionales. Para obtener
suficientes cristales de nucleacion para preparar grandes lotes de material, el procedimiento de recristalizacion
puede llevarse a cabo sucesivamente utilizando los cristales obtenidos mediante una primera recristalizacion como
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los cristales de nucleacion para una etapa de recristalizacion posterior. Se apreciara que las temperaturas
especificas a las que se llevan a cabo las etapas del procedimiento de recristalizacion se seleccionan dependiendo
del caracter del diluyente y la concentracion de la sal cristalina en el diluyente. Ademas, el procedimiento de
recristalizacion puede llevarse a cabo utilizando evaporacion o un antisolvente para facilitar la cristalizacion, en lugar
del enfriamiento.

Entre otras ventajas, se ha descubierto que la formacién de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico del
compuesto de férmula | resulta util para purificar el compuesto de formula |. Generalmente, una sal cristalina de 1,2-
etanodisulfonico de la presente invencion presenta una pureza superior a 95%, y tipicamente superior a 98%,
determinada mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

La sal cristalina de 1,2-etanodisulfénico de la presente invencién se caracteriza por un punto de fusién muy alto, tal
como ponen de manifiesto los registros de calorimetria de barrido diferencial (CBD), que muestran un pico en el flujo
de calor endotérmico en el intervalo de entre 215°C y 240°C. Se ha observado que la temperatura de fusion de la sal
cristalina depende del procedimiento por el que se forma la sal cristalina. Los cristales de nucleacion formados
mediante cristalizacion lenta sin agitacion y sin aplicar enfriamiento mostraron puntos de fusién superiores a 230°C.
Las sales cristalinas formadas mediante un procedimiento que incluia la recristalizacion con dichos cristales de
nucleacién tipicamente mostraban puntos de fusién comprendidos en el intervalo de entre 230°C y 245°C, tal como
se muestra en, por ejemplo, la figura 1. Las sales cristalinas formadas sin cristal de nucleacién que presentaban un
punto de fusién superior a 230°C tipicamente mostraron puntos de fusién comprendidos en el intervalo de entre
215°C y 229°C, tal como se muestra en, por ejemplo, la figura 2. Por lo tanto, en realizaciones particulares, la
invencién proporciona sales cristalinas de acido 1,2-etanodisulfénico del compuesto de féormula | que presentan un
registro de CBD en el intervalo de temperaturas superior a 200°C que concuerda sustancialmente con el registro
mostrado en la figura 1 6 con el mostrado en la figura 2.

En otra realizacién, la sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de la presente invencion se caracteriza por un
patron de difraccion de rayos X de los polvos (DRXP) que presenta picos de difraccion significativos en valores de
26 de 5,0+60,3 y 15,0+0,3. Podian observarse diferencias sutiles entre las posiciones de los picos en el espectro de
DRXP de una sal cristalina preparada mediante recristalizacién a partir de un cristal de nucleacién de elevado punto
de fusion, tal como se muestra en la figura 3, y las de una sal preparada sin utilizar dicho cristal de nucleacion, tal
como se muestra en la figura 4. Por consiguiente, en otras realizaciones, la sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfonico del compuesto de férmula | se caracteriza por un patrén de difraccién de rayos X de los polvos en el
que las posiciones de los picos concuerdan sustancialmente con las mostradas en la figura 3 6 con las mostradas en
la figura 4.

En otra realizacion, la sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico del compuesto de férmula | se caracteriza por su
espectro de absorcion de infrarrojos (IR), que muestra bandas de absorcion significativas en 704, 748, 768, 841,
900, 1.055, 1.104, 1.166, 1.218, 1.294, 1.408, 1.522, 1.609, 1.655y 1.701 cm'1, tal como se ilustra en la figura 5.

Se ha demostrado que una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico del compuesto de formula | presenta un perfil
de sorcién/desorcion reversible con un nivel moderado aceptable de higroscopicidad (es decir, una ganancia inferior
al 2,5% en peso en el intervalo de humedad de 40% a 75% de humedad relativa).

Estas propiedades de las sales de la presente invencidn se ilustran adicionalmente en los Ejemplos, posteriormente.

Composicién y formulaciones farmacéuticas

La sal de 1,2-etanodisulfénico del compuesto de férmula | tipicamente se administra en un paciente en forma de una
composicion o formulacion farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas pueden administrarse en el paciente
mediante cualquier via aceptable de administracion, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, los modos de
administracion por inhalacion, oral, nasal, tépica (incluyendo transdérmica) y parenteral. Sin embargo, el experto en
la materia entendera que, tras formular la sal cristalina de la presente invencion, podria ya no encontrarse en forma
cristalina, es decir, la sal podria haberse disuelto en un portador adecuado.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en uno de sus aspectos de composicion, la presente invencion se refiere
a una composiciéon farmaceéutica que comprende un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable y una sal
cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la
misma. Opcionalmente, dichas composiciones farmacéuticas pueden contener otros agentes terapéuticos y/o de
formulacion si se desea.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion tipicamente contienen una cantidad terapéuticamente
efectiva de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2400 958 T3

dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etillpiperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un
solvato de la misma. Tipicamente, dichas composiciones farmacéuticas contienen entre 0,01% y 95% en peso del
agente activo, incluyendo entre 0,01% y 30% en peso, tal como entre 0,01% y 10% en peso del agente activo.

Puede utilizarse cualquier portador o excipiente convencional en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién. La eleccién de un portador o excipiente particular, o de combinaciones de portadores o excipientes,
dependera del modo de administracion que se utilice para tratar un paciente particular o el tipo de condiciones
médica o estado de enfermedad. A este respecto, la preparacion de una composicion farmacéutica adecuada para
un modo particular de administracion se encuentra perfectamente comprendido dentro de los conocimientos del
experto en la técnica farmacéutica. Ademas, los ingredientes para dichas composiciones se encuentran disponibles
comercialmente de, por ejemplo, Sigma, P.O. Box 14508, St. Louis, MO 63178. A titulo ilustrativo adicional, las
técnicas de formulacién convencionales se describen en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20a
edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland, 2000; y en H.C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, 7a edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland, 1999.

Entre los ejemplos representativos de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los siguientes: (1) azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa, (2)
almidones, tales como almidéon de maiz y almidén de patata, (3) celulosa y sus derivados, tales como
carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa y acetato de celulosa, (4) tragacanto en polvo, (5) malta, (6) gelatina, (7)
talco, (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras de supositorio, (9) aceites, tales como aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y
aceite de soja, (10) glicoles, tales como propilenglicol, (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y
polietilenglicol, (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo, (13) agar, (14) agentes tamponadores, tales
como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio, (15) acido alginico, (16) agua sin pirégenos, (17) solucion
salina isotonica, (18) solucidon de Ringer, (19) alcohol etilico, (20) soluciones tamponadoras de fosfato, (21) gases
propelentes comprimidos, tales como clorofluorocarbonos e hidrofluorocarbonos, y (22) otras sustancias compatibles
no téxicas utilizadas en las composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon tipicamente se preparan mediante la mezcla u
homogeneizacion intensa e intima de una sal de la invencién con un portador farmacéuticamente aceptable y uno o
mas ingredientes opcionales. Se resulta necesario o se desea, la mezcla uniformemente homogeneizada resultante
seguidamente puede conformarse o cargarse en tabletas, capsulas, pildoras, inhaladores, cartuchos, dispensadores
y similares utilizando procedimientos y equipos convencionales.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién resultan adecuadas para la
administracion por inhalacion. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracién inhalada
tipicamente se encuentran en forma de un aerosol o de unos polvos. Dichas composiciones generalmente se
administran utilizando dispositivos de administracion bien conocidos, tales como nebulizadores inhaladores,
inhaladores de dosis medida (IDM), inhaladores de polvos secos (IPS) o un dispositivo de administracion similar.

En una realizacion especifica de la presente invencion, la composicion farmacéutica que comprende el agente activo
se administra mediante inhalacion utilizando un inhalador nebulizador. Dichos dispositivos nebulizadores tipicamente
producen un flujo de aire a alta velocidad que provoca que la composicion farmacéutica que comprende el agente
activo se pulverice en forma de una niebla transportada al interior del tracto respiratorio del paciente. Por
consiguiente, al formularse para la utilizacién en un inhalador nebulizador, el agente activo tipicamente se disuelve
en un portador adecuado para formar una solucién. Los dispositivos nebulizadores adecuados se proporcionan
comercialmente, por ejemplo de PARI GmbH (Starnberg, Alemania). Entre otros dispositivos nebulizadores se
incluyen Respimat (Boehringer Ingelheim) y los dados a conocer en, por ejemplo, la patente US n° 6.123.068 y en la
solicitud de patente WO n°® 97/12687.

Una composicion farmacéutica representativa para la utilizaciéon en un inhalador nebulizador comprende una
solucion acuosa que comprende entre aproximadamente 0,05 mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml de una sal de
acido 1,2-etanodisulfénico de compuesto de féormula | 6 un solvato de la misma. En una realizacién, la formulacién
acuosa de nebulizador es isoténica. En una realizacion, la formulacién acuosa de nebulizador presente un pH
comprendido en el intervalo de entre aproximadamente 4 y aproximadamente 6. En una realizacién particular, la
formulacion acuosa de nebulizador se tampona con tampoén citrato hasta un pH de aproximadamente 5. En otra
realizacién particular, la formulacion acuosa de nebulizador contiene entre aproximadamente 0,1 mg/ml y
aproximadamente 1,0 mg/ml de equivalentes de base libre de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico.

En otra realizacion especifica de la presente invencion, la composicion farmacéutica que comprende el agente activo
se administra mediante inhalacién utilizando un inhalador de polvos secos. Dichos inhaladores de polvos secos
tipicamente administran el agente activo en forma de polvos de flujo libre que se dispersan en el flujo de aire de un
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paciente durante la inspiracion. Con el fin de conseguir unos polvos de flujo libre, el agente activo tipicamente se
formula con un excipiente adecuado tal como lactosa, almidén, manitol, dextrosa, acido polilactico (APL), polilactido-
coglicolido (PLGA) o combinaciones de los mismos. Tipicamente, el agente activo se microniza y se combina con un
portador adecuado para formar una mezcla de particulas micronizadas de tamafo respirable, en la que las
"particulas micronizadas" o "forma micronizada" se refiere a que por lo menos aproximadamente 90% de las
particulas presentan un didmetro inferior a aproximadamente 10 mm.

Una composicion farmacéutica representativa para la utilizacion en un inhalador de polvos secos comprende lactosa
que presenta un tamafno de particula de entre aproximadamente 1 mm y aproximadamente 100 mm, y particulas
micronizadas de una sal de acido 1,2-etanodisulfonico de férmula | 6 un solvato de la misma.

Dicha formulacion de polvos secos puede prepararse, por ejemplo, mediante combinacién de la lactosa con el
agente activo y después mezclando en seco los componentes. Alternativamente, si se desea, el agente activo puede
formularse sin un excipiente. A continuacion, la composicion farmacéutica tipicamente se carga en un dispensador
de polvos secos o en cartuchos o capsulas de inhalacion para la utilizacién con un dispositivo de administraciéon de
polvos secos.

Entre los ejemplos de dispositivos de inhalacién de polvos secos se incluyen Diskhaler (GlaxoSmithKline, Research
Triangle Park, NC) (ver, por ejemplo, la patente US n° 5.035.237), Diskus (GlaxoSmithKline) (ver, por ejemplo, la
patente US n° 6.378.519), Turbuhaler (AstraZeneca, Wilmington, DE) (ver, por ejemplo, la patente US n°® 4.524.769),
Rotahaler (GlaxoSmithKline) (ver, por ejemplo, la patente US n° 4.353.365) y Handihaler (Boehringer Ingelheim). Se
describen ejemplos adicionales de dispositivos de IPS en las patentes US n° 5.415.162, n°® 5.239.993 y n® 5.715.810
y referencias citadas en las mismas.

En todavia ofra realizacidon especifica de la presente invencioén, la composicion farmacéutica que comprende el
agente activo se administra mediante inhalacion utilizando un inhalador de dosis medidas. Dichos inhaladores de
dosis medidas tipicamente descargan una cantidad medida del agente activo o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo utilizando gas propelente comprimido. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, las
composiciones farmacéuticas administradas utilizando un inhalador de dosis medida tipicamente comprenden una
solucion o suspensiéon del agente activo en un propelente licuado. Puede utilizarse cualquier propelente licuado
adecuado, incluyendo clorofluorocarbonos tales como CCIsF e hidrofluoroalcanos (HFA) tales como 1,1,1,2-
tetrafluoroetano (HFA 134a) y 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano (HFA 227). Debido al temor a los efectos de los
clorofluorocarbonos sobre la capa de ozono, resultan generalmente preferentes las formulaciones que contienen
HFA. Entre los componentes opcionales adicionales de las formulaciones de HFA se incluyen cosolventes tales
como etanol o pentano, y surfactantes tales como trioleato de sorbitan, acido oleico, lecitina y glicerina. Ver, por
ejemplo, la patente US n°® 5.225.183, la solicitud de patente EP n° 0717987 A2 y la solicitud de patente WO n°
92/22286.

Una composiciéon farmacéutica representativa para la utilizaciéon en un inhalador de dosis medida comprende entre
aproximadamente 0,01% y aproximadamente 5% en peso de una sal de acido 1,2-etanodisulfénico del compuesto
de férmula |, o un solvato del mismo, entre aproximadamente 0% y aproximadamente 20% en peso de etanol, y
entre aproximadamente 0% y aproximadamente 5% en peso de surfactante, siendo el resto un propelente de HFA.

Dichas composiciones se preparan tipicamente mediante la adicion de hidrofluoroalcano frio o presurizado a un
recipiente adecuado que contiene el agente activo, etanol (en caso de hallarse presente) y el surfactante (en caso de
hallarse presente). Para preparar una suspensién, el agente activo se microniza y después se combina con el
propelente. A continuacion, la formulacion se carga en un frasco de aerosol, que forma una parte de un dispositivo
inhalador de dosis medida. Se proporcionan ejemplos de dispositivos inhaladores de dosis medidas desarrollados
especificamente para la utilizacién con propelentes de HFA en las patentes US n° 6.006.745 y n° 6.143.277.
Alternativamente, puede prepararse una formulacion en suspension mediante secado por pulverizacién de un
recubrimiento de surfactante sobre particulas micronizadas del agente activo. Ver, por ejemplo, las solicitudes de
patente WO n° 99/53901 y WO n° 00/61108.

Para ejemplos adicionales de procedimientos para preparar particulas respirables, y formulaciones y dispositivos
adecuados para la dosificacion mediante inhalacion, ver las patentes US n° 6.268.533, 5.983.956, 5.874.063 y
6.221.398, y las solicitudes de patente WO n°® 99/55319 y n° 00/30614.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion resultan adecuadas para la
administracion oral. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracidn oral pueden encontrarse en
forma de capsulas, tabletas, pildoras, pastillas, sellos, grageas, polvos, granulos, o en forma de una solucién o de
una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, o en forma de una emulsién de aceite en agua o de agua en
aceite, o en forma de un elixir o jarabe, y similares, conteniendo cada uno, una cantidad predeterminada de una sal
de la presente invencion a modo de ingrediente activo.
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En el caso de que estén destinada a la administraicon oral en una forma de dosificacion sélida (es decir, como
capsulas, tabletas, pildoras y similares), las composiciones farmacéuticas de la presente invencion tipicamente
comprenderan una sal de la presente invencidn como el ingrediente activo y uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato sédico o fosfato dicalcico. Opcionalmente o alternativamente,
dichas formas sélidas de dosificacién también pueden comprender: (1) rellenos o extensores, tales como almidones,
lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico, (2) ligantes, tales como carboximetilcelulosa, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia, (3) humectantes, tales como glicerol, (4) agentes desintegrantes,
tales como agar agar, carbonato calcico, almidon de patata o de tapioca, acido alginico, determinados silicatos y/o
carbonato sddico, (5) agentes retardantes de solucion, tales como parafina, (6) aceleradores de la absorcion, tales
como compuestos de amonio cuaternario, (7) agentes humectantes, tales como alcohol cetilico y/o monoestearato
de glicerol, (8) absorbentes, tales como caolin y/o arcilla bentonita, (9) lubricantes, tales como talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, laurilsulfato sédico y/o mezclas de los mismos, (10) agentes
colorantes, y (1) agentes tamponadores.

También pueden encontrarse presentes en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion agentes de
liberacion, agentes humectantes, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, saborizantes y perfumantes,
conservantes y antioxidantes. Entre los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables se incluyen: (1)
antioxidantes solubles en agua, tales como acido ascérbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato sédico, metabisulfato
sédico, sulfito sddico y similares, (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, a-tocoferol y similares, y (3) agentes
quelantes de metales, tales como &acido citrico, acido etilendiamina-tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico,
acido fosférico y similares. Entre los agentes de recubrimiento para tabletas, capsulas, pildoras y similares se
incluyen aquellos utilizados para los recubrimientos entéricos, tales como ftalato de acetato de celulosa (CAP),
ftalato de acetato de polivinilo (PVAP), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, copolimeros de acido metacrilico-éster
de acido metacrilico, trimelitato de acetato de celulosa (CAT), carboximetiletilcelulosa (CMEC), succinato de acetato
de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS) y similares.

Si se desea, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden formularse para
proporcionar una liberacidon lenta o controlada del ingrediente activo utilizando, a titulo de ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables, u otras matrices poliméricas, tales como acido polilactico (PLA)
o polilactido-coglicélido (PLGA), liposomas y/o microesferas.

Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion opcionalmente pueden contener agentes
opacificadores y pueden formularse de manera que liberen Unicamente o preferentemente el ingrediente activo en
una determinada parte del tracto gastrointestinal, opcionalmente de manera retardada. Entre los ejemplos de
composiciones de inclusion que pueden utilizarse se incluyen sustancias poliméricas y ceras. El ingrediente activo
también puede encontrarse en forma microencapsulada, en caso apropiado, con uno o mas de los ingredientes
anteriormente indicados.

Entre las formas liquidas de dosificacion adecuadas para la administracién oral se incluyen, a titulo ilustrativo,
emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Dichas
formas liquidas de dosificacion tipicamente comprenden el ingrediente activo y un diluyente inerte, tal como, por
ejemplo, agua u otros solventes, agentes solubilizadores y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (especialmente los aceites de semilla de algodén, de cacahuete, de maiz, de germen, de oliva,
de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de sorbitan, y
mezclas de los mismos. Las suspensiones, ademas del ingrediente activo, pueden contener agentes de suspension
tales como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilén-sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa
microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

En caso de que se destinen a la administracion oral, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
preferentemente se empaquetan en una forma de dosificaciéon unitaria. Por ejemplo, dichas formas de dosificacion
unitaria pueden ser capsulas, tabletas, pildoras y similares.

Las sales de la presente invencién también pueden administrarse transdérmicamente utilizando sistemas y
excipientes de administracion transdérmica conocidos. Por ejepmlo, un compuesto de la presente invencién puede
mezclarse con intensificadores de la permeacion, tales como propilenglciol, monolaurato de polietilenglicol,
azacicloalcan-2-onas y similares, e incorporarse en un parche o sistema de administracion similar. Pueden utilizarse
excipientes adicionales, incluyendo agentes gelificantes, emulsionantes y tampones, en dichas composiciones
transdérmicas, si se desea.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden contener otros agentes terapéuticos que
se coadministran con una sal de acido 1,2-etanodisulfénico de compuesto de férmula | 6 un solvato de la misma. Por
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ejemplo, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden comprender ademas uno o mas agentes
terapéuticos seleccionados de entre agentes antiinflamatorios (por ejemplo agentes antiinflamatorios esteroideos,
tales como corticoesteroides y agentes antiinflamatorios no esteroideos (NSA), inhibidores de la fosfodiesterasa IV,
agentes antiinfecciosos (por ejemplo antibidticos o antiviricos), antihistaminicos, agonistas de receptores .-
adrenérgicos, antagonistas de receptores muscarinicos (es decir, agentes anticolinérgicos) y similares. Los demas
agentes terapéuticos pueden utilizarse en forma de sales o solvatos farmacéuticamente aceptables. Ademas, en
caso apropiado, los otros agentes terapéuticos pueden utilizarse en forma de estereoisémeros 6pticamente puros.

Si se desea, las sales de la presente invencién también pueden administrarse en combinacién con otro agente o
agentes terapéuticos, tales como los indicados en la presente memoria. En la presente realizacion, los componentes
no se mezclan fisicamente entre si, sino que se administran simultdnea o secuencialmente en forma de
composiciones separadas. Por ejemplo, una sal de la presente invencion puede administrarse mediante inhalacion
simultanea o secuencialmente con un agente antiinflamatorio esteroideo, tal como un corticoesteroide, utilizando un
dispositivo de administracién por inhalaciéon que utilice compartimientos separados (por ejemplo paquetes blister)
para cada agente terapéutico. Alternativamente, la combinacion puede administrarse a partir de mdltiples
dispositivos de administracion, es decir, un dispositivo de administracion para cada agente terapéutico.

Entre los agonistas de receptores Bz-adrenérgicos representativos que pueden utilizarse en combinacion con los
compuestos de la presente invencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, salmeterol, salbutamol, formoterol,
salmefamol, fenoterol, terbutalina, albuterol, isoetarina, metaproterenol, bitolterol, pirbuterol, levalbuterol y similares,
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Entre otros agonistas de receptores B.-adrenérgicos que
pueden utilizarse en combinacion con los compuestos de la presente invencién se incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, 3-(4-{[6-({(2R)-2-hidroxi-2-[4-hidroxi-3-(hidroximetil)fenilletil}amino)-hexilJoxi}butil)bencenosulfonamida y 3-(-3-
{[7-({(2R)-2-hidroxi-2-[4-hidroxi-3-(hidroximetil)fenilletil}amino)heptilJoxi}propil)bencenosulfonamida y compuestos
relacionados dados a conocer en la solicitud de patente WO n°® 02/066422, publicada el 29 de agosto de 29, 2002; 3-
[3-(4-{[6-([(2R)-2-hidroxi-2-[4-hidroxi-3-(hidroximetil)fenilletil}amino)hexil]-oxi}butil)fenilJimidazolidin-2,4-diona y
compuestos relacionados dados a conocer en la solicitud de patente WO n° 02/070490, publicada el 12 de
septiembre de 2002; 3-(4-{[6-({(2R)-2-[3-(formilamino)-4-hidroxifenil]-2-
hidroxietil}amino)hexilloxi}butil)bencenosulfonamida, 3-(4-{[6-({(2S)-2-[3-(formilamino)-4-hidroxifenil]-2-
hidroxietil}amino)hexilloxi}butil)-bencenosulfonamida, 3-(4-{[6-({(2R/S)-2-[3-(formilamino)-4-hidroxifenil]-2-
hidroxietil}amino)hexilloxi}butil)bencenosulfonamida, N-(terc-butil)-3-(4-{[6-({(2R)-2-[3-(formilamino)-4-hidroxifenil]-2-
hidroxietil}amino)hexil]-oxi}butil)bencenosulfonamida, N-(terc-butil)-3-(4-{[6-({(2S)-2-[3-(formilamino)-4-hidroxifenil]-2-
hidroxietil}amino)hexil]oxi}butil)bencenosulfonamida, N-(terc-butil)-3-(4-{[6-({(2R/S)-2-[3-(formilamino)-4-hidroxifenil]-
2-hidroxietil}amino)hexil]oxi}butil)bencenosulfonamida y compuestos relacionados dados a conocer en la solicitud de
patente WO n° 02/076933, publicada el 3 de octubre de 2002; 4-{(1R)-2-[(6-{2-[(2,6-
dichlorobenzil)oxi]etoxi}hexil)amino]-1-hidroxietil}-2-(hidroximetil)fenol y compuestos relacionados dados a conocer
en la solicitud de patente WO n° 03/024439, publicada el 27 de marzo de 2003; N-{2-[4-((R)-2-hidroxi-2-
feniletilamino)fenil]etil}-(R)-2-hidroxi-2-(3-formamido-4-hidroxifenil)etilamina y compuestos relacionados dados a
conocer en la patente US n° 6.576.793 B1, publicada el 10 de junio de 2003; N-{2-[4-(3-fenil-4-
metoxifenil)aminofenil]etil}-(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2(1H)-quinolinon-5-il)etilamina y compuestos relacionados dados
a conocer en la patente US n° 6.653.323 B2, publicada el 25 de noviembre de 2003, y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. En una realizaciéon particular, el agonista de [z-adrenorreceptor es una sal
monohidrocloruro  cristalina de  N-{2-[4-((R)-2-hidroxi-2-feniletilamino)fenil]etil}-(R)-2-hidroxi-2-(3-formamido-4-
hidroxifenil)etilamina. Al utilizarlo, el agonista de B2-adrenorreceptor se encontrara presente en la composicion
farmacéutica en una cantidad terapéuticamente efectiva. Tipicamente, el agonista de B.-adrenorreceptor se
encuentra presente en una cantidad suficiente para proporcionar entre aproximadamente 0,05 mg vy
aproximadamente 500 mg por dosis.

Entre los agentes antiinflamatorios esteroideos representativos que pueden utilizarse en combinaciéon con los
compuestos de la presente invencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, metilprednisolona, prednisolona,
dexametasona, propionato de fluticasona, S-fluorometil-éster de acido 6,9-difluoro-17-[(2-furanilcarbonil)oxi]-11-
hidroxi-16-metil-3-oxoandrosta-1,4-dien-17-carbotioico, S-(2-oxotetrahidrofuran-3S-il)-éster de acido 6,9-difluoro-11-
hidroxi-16-metil-3-oxo-17-propioniloxi-androsta-1,4-dien-17-carbotioico, ésteres de beclometasona (por ejemplo el
éster de 17-propionato o el éster de 17,21-dipropionato), budesonido, flunisélido, ésteres de mometasona (por
ejemplo el éster de furoato), aceténido de trimacinolona, roflepénido, ciclesénido, propionato de butixocort, RPR-
106541, ST-126 y similares, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En una realizacién particular, el
agente antiinflamatorio esteroideo es S-fluorometil-éster de acido 6a,9a-difluoro-17a-[(2-furanilcarbonil)oxil-11p3-
hidroxi-16a-metil-3-oxoandrosta-1,4-dien-173-carbotioico 0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo. Al utilizarlo, el agonista antiinflamatorio esteroideo se encontrara presente en la composicion farmacéutica en
una cantidad terapéuticamente efectiva. Tipicamente, el agente antiinflamatorio esteroideo se encuentra presente en
una cantidad suficiente para proporcionar entre aproximadamente 0,05 mg y aproximadamente 500 mg por dosis.

Entre otras combinaciones adecuadas se incluyen, por ejemplo, otros agentes antiinflamatorios, por ejemplo los
12
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NSAID (tales como el cromoglicato sddico, el nedocromil sdédico, los inhibidores de la fosfodiesterasa (IFD) (por
ejemplo la teofilina, los inhibidores de la IFD4 ¢ los inhibidores mixtos de IFD3/IFD4), los antagonistas de leucotrieno
(por ejemplo montelukast), los inhibidores de la sintesis de leucotrienos, los inhibidores de iNOS, los inhibidores de
proteasa, tales como la triptasa, y los inhibidores de elastasa, los antagonistas de la integrina -2 y los agonistas o
antagonistas de receptores de adenosina (por ejemplo los agonistas de adenosina 2a), los antagonistas de
citoquinas (por ejemplo antagonistas de quimoquina tales como un anticuerpo contra interleuquina (anticuerpo
contra IL), especificamente una terapia de IL-4, una terapia de IL-13 6 una combinacién de las mismas), o
inhibidores de la sintesis de citoquinas.

Por ejemplo, entre los inhibidores de la fosfodiesterasa-4 (IFD4) o los inhibidores mixtos de IFD3/IFD4 que pueden
utilizarse en combinacién con los compuestos de la presente invencién se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
acido 4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexan-1-carboxilico, 2-carbometoxi-4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-
4-difluorometoxi-fenil)ciclohexan-1-ona, cis-[4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxifenil)ciclohexan-1-ol],
acido cis-4-ciano-4-[3-(ciclopentiloxi)-4-metoxifenillciclohexan-1-carboxilico o las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Entre otros inhibidores de IFD4 é mixtos de IFD4/IFD3 representativos se incluyen AWD-
12-281 (elbion), NCS-613 (INSERM), D-4418 (Chiroscience y Schering-Plough), CI-1018 6 PD-168787 (Pfizer),
compuestos benzodioxol dados a conocer en la solicitud de patente WO n°® 99/16766 (Kyowa Hakko), K-34 (Kyowa
Hakko), V-11294A (Napp), roflumilast (Byk-Gulden), compuestos ftalazinona dados a conocer en la solicitud de
patente WO n° 99/47505 (Byk-Gulden), pumafentrina (Byk-Gulden, ahora Altana), arofilina (Almirall-Prodesfarma),
VM554/UM565 (Vernalis), T-440 (Tanabe Seiyaku) y T2585 (Tanabe Seiyaku).

Entre los antagonistas muscarinicos representativos (es decir, agentes anticolinérgicos) que pueden utilizarse en
combinacién, y adicionalmente con, los compuestos de la presente invencién se incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, atropina, sulfato de atropina, 6xido de atropina, nitrato de metilatropina, hidrobromuro de homatropina,
hidrobromuro de hiosciamina (d, 1), hidrobromuro de escopolamina, bromuro de ipratropio, bromuro de oxitropio,
bromuro de tiotropio, metantelina, bromuro de propantelina, metilboromuro de anisotropina, bromuro de clidinio,
copirrolato (Robinul), yoduro de isopropamida, bromuro de mepenzolato, cloruro de tridihexetilo (Pathilone),
metilsulfato de hexociclio, hidrocloruro de ciclopentolato, tropicamida, hidrocloruro de trihexifenidilo, pirenzepina,
telenzepina, AF-DX 116 y metoctramina y similares, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, o, para
aquellos compuestos listados como sal, una sal farmacéuticamente aceptable alternativa de los mismos.

Entre los antihistaminicos representativos (es decir, antagonistas de receptor de H¢) que pueden utilizarse en
combinacién con los compuestos de la presente invencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, etanolaminas,
tales como maleato de carbinoxamina, fumarato de clemastina, hidrocloruro de difenilhidramina y dimenhidrinato;
etilendiaminas, tales como amleato de pirilamina, hidrocloruro de ftripelenamina y citrato de tripelenamina;
alquilaminas, tales como clorfeniramina y acrivastina; piperazinas, tales como hidrocloruro de hidroxizina, pamoato
de hidroxizina, hidrocloruro de ciclizina, lactato de ciclizina, hidrocloruro de meclizina e hidrocloruro de cetirizina;
piperidinas, tales como astemizol, hidrocloruro de levocabastina, loratadina o su analogo descarboetoxi, terfenadina
e hidrocloruro de fexofenadina; hidrocloruro de azelastina, y similares, o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos o, para aquellos compuestos listados como una sal, una sal farmacéuticamente aceptable alternativa de los
mismos.

Las dosis adecuadas para los demas agentes terapéuticos administrados en combinacién con un compuesto de la
invencion se encuentran comprendidas en el intervalo de entre aproximadamente 0,05 mg/dia y aproximadamente
100 mg/dia.

Las formulaciones siguientes ilustran composiciones farmacéuticas representativas de la presente invencion:

Ejemplo de formulacién A

Unos polvos secos para la administracion por inhalacion se preparan de la manera siguiente:

Ingredientes Cantidad
Sal de la invencion 0,2 mg
Lactosa 25 mg

Procedimiento representativo: El compuesto de la invenciéon se microniza y después se mezcla uniformemente con
lactosa. Esta mezcla homogeneizada seguidamente se carga en un cartucho de inhalacién con gelatina. El
contenido del cartucho se administra utilizando un inhalador de polvos.

Ejemplo de formulaciéon B

Una formulacion de polvos secos para la utilizacion en un dispositivo de inhalacion de polvos secos se prepara de la
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manera siguiente:

Procedimiento representativo: Se prepara una composicion farmacéutica que presenta una proporcion de la
formulaciéon en masa de sal micronizada de la invencién a lactosa de 1:200. La composiciéon se empaqueta en un
dispositivo de inhalacion de polvos secos capaz de administrar entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente
100 mg del compuesto de la invencién por dosis.

Ejemplo de formulacién C

Unos polvos secos para la administracion por inhalacién en un inhalador de dosis medida se preparan de la manera
siguiente:

Procedimiento representativo: Una suspension que contiene 5% en peso de una sal de la invenciéon y 0,1% en
peso de lecitina se prepara mediante la dispersién de 10 g del compuesto de la invencién en forma de particulas
micronizadas con un tamafo medio inferior a 10 mm en una solucion formada de 0,2 g de lecitina disueltos en 200
ml de agua desmineralizada. La suspensién se seca por pulverizacién y el material resultante se microniza hasta
formar particulas que presentan un diametro medio inferior a 1,5 mm. Las particulas se cargan en cartuchos con
1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado.

Ejemplo de formulacién D

Una composicién farmacéutica para la utilizacién en un inhalador de dosis medida se prepara de la manera
siguiente:

Procedimiento representativo: Una suspension que contiene 5% de una sal de la invencién, 0,5% de lecitina y
0,5% de trehalosa se prepara mediante la dispersion de 5 g de ingrediente activo en forma de particulas
micronizadas con un tamafio medio inferior a 10 m en una solucién coloidal formada de 0,5 g de trehalosay 0,5 g
de lecitina disueltos en 100 ml de agua desmineralizada. La suspension se seca por pulverizacion y el material
resultante se microniza hasta formar particulas que presentan un diametro medio inferior a 1,5 mm. Las particulas
se cargan en frascos inhaladores con 1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado.

Ejemplo de formulacién E

Una composicion farmacéutica para la utilizacion en un inhalador nebulizador se prepara de la manera siguiente:

Procedimiento representativo: Una formulacion acuosa de aerosol para la utilizacion en un nebulizador se prepara
mediante disolucién de 0,5 mg de la sal de la invencion en 1 ml de una solucién de cloruro sédico al 0,9%
acidificada con acido citrico. La mezcla se agita y se sonica hasta la disolucion del ingrediente activo. El pH de la
solucion se ajusta a un valor de aproximadamente 5 mediante la adicion lenta de NaOH.

Ejemplo de formulacién F

Se preparan capsulas de gelatina dura para la administracién oral de la manera siguiente:

Ingredientes Cantidad
Sal de la invencién 250 mg
Lactosa (secada por pulverizacion) 200 mg
Estearato de magnesio 10 mg

Procedimiento representativo: Los ingredientes se mezclan uniformemente y después se cargan en una capsula de
gelatina dura (460 mg de composicion en cada capsula).

Ejemplo de formulacion G

Una suspensién para la administracion oral se prepara de la manera siguiente:

Ingredientes Cantidad
Sal de la invencién 1,09
Acido fumarico 0,59
Cloruro sodico 20g
Metilparabén 0,15¢g
Propilparabén 0,05¢
Azucar granulado 255¢
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Sorbitol (solucion al 70%) 12,85¢
Veegum k (Vanderbilt Co.) 1,09
Saborizante 0,035 mi
Colorantes 0,5 mg
_Agua destilada c.s. para 100 ml

Procedimiento representativo: Los ingredientes se mezclan para formar una suspensiéon que contiene 100 mg de
ingrediente activo por cada 10 ml de suspension.

Ejemplo de formulacién H

Se prepara una formulacién inyectable de la manera siguiente:

Ingredientes Cantidad
Sal de la invencion 0,29
Solucion tampén de acetato sédico (0,4 M) 2,0ml
HCI (0,5 N) o NaOH (0,5 N) c.s.parapH4
Agua (destilada, estéril) c.s. para 20 ml

Procedimiento representativo: Los ingredientes anteriormente indicados se mezclan uniformemente y el pH se ajusta
a4 + 0,5 utilizando HCI 0,5 N o NaOH 0,5 N.

Utilidad

El compuesto de férmula | presenta actividad tanto de agonista de receptor B2-adrenérgico como de antagonista de
receptor muscarinico y, por lo tanto, se espera que una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico del compuesto de
férmula | de la presente invencioén resulte Util como agente terapéutico para el tratamiento de condiciones médicas
mediadas por receptores (;-adrenérgicos o receptores muscarinicos, es decir, condiciones médicas que mejoran
mediante el tratamiento con un agonista de receptor 32-adrenérgico o un antagonista de receptor muscarinico. Entre
dichas condiciones médicas se incluyen, a titulo de ejemplo, trastornos o enfermedades pulmonares, inlcuyendo las
asociadas a la obstruccion reversible de las vias respiratorias, tales como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (por ejemplo la bronquitis crénica y sibilante y el enfisema), el asma, la fibrosis pulmonar, la rinitis alérgica, la
rinorrea y similares. Entre otras condiciones que pueden tratarse se incluyen el parto prematuro, la depresion, la
insuficiencia cardiaca congestiva, algunas enfermedades de la piel (por ejemplo las enfermedades de la piel
inflamatorias, alérgicas, soriaticas y proliferativas; las condiciones en las que resulta deseable bajar la acidez péptica
(por ejemplo en la ulceracion péptica y gastrica) y la caquexia muscular.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencién resulta util en un método para tratar un trastorno
pulmonar, comprendiendo el método la administracién en un paciente que necesita tratamiento, de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-
ilcarbamico o un solvato de la misma. En el caso de que se utilice para tratar un trastorno pulmonar, la sal de la
presente invencion tipicamente se administra por inhalacion en multiples dosis diarias, en una uUnica dosis diaria o en
una unica dosis semanal. Generalmente, la dosis para tratar un trastorno pulmonar se encuentra comprendida entre
10 mg/dia y 200 mg/dia.

Al administrarlos por inhalacion, los compuestos de la presente invencion tipicamente presentan el efecto de
producir la broncodilatacion. Por consiguiente, la presente invencion resulta Gtil en un método para producir la
broncodilatacién en un paciente que la requiere, comprendiendo el método la administraciéon en un paciente de una
cantidad productora de broncodilatacion de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-
hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de
acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma. Generalmente, la dosis para producir la broncodilatacion se
encuentra comprendida entre 10 mg/dia y 200 mg/dia.

La presente invencidn resulta util ademas en un método para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o el
asma, comprendiendo el método la administracion en un paciente que necesita tratamiento, de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-
ilcarbamico o un solvato de la misma. En el caso de que se utilice para tratar una EPOC o asma, la sal de la
presente invencién tipicamente se administra por inhalacién en multiples dosis diarias, en una uUnica dosis diaria.
Generalmente, la dosis para tratar una EPOC o asma se encuentra comprendida entre 10 mg/dia y 200 mg/dia. Tal
como se utiliza en la presente memoria, la EPOC incluye la bronquitis obstructiva crénica y el enfisema (ver, por
ejemplo, Barnes, Chronic Obstructive Pulmonary Disease, N. Engl. J. Med. 343:269-78, 2000).
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En caso de utilizarse para tratar un trastorno pulmonar, la sal de la presente invenciéon se administra opcionalmente
en combinaciéon con otros agentes terapéuticos. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en una realizacion
particular, las composiciones y métodos farmacéuticos de la presente invencién comprenden ademas una cantidad

5 terapéuticamente efectiva de un agente antiinflamatorio esteroideo. Las propiedades y utilidad de las sales de acido
1,2-etanodisulfénico de la presente invencién pueden demostrarse utilizando diversos ensayos in vitro e in vivo bien
conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, se describen ensayos representativos en mayor detalle en los
Ejemplos siguientes.

10 Ejemplos

Las preparaciones y ejemplos siguientes se proporcionan con el fin de ilustrar realizaciones especificas de la
presente invencion.

15 Las abreviaturas siguientes presentan los significados siguientes, a menos que se indique lo contrario, y
cualesquiera otras abreviaturas utilizadas en la presente memoria y no definidas presentan su significado estandar:

AC adenililciclasa

Ach acetilcolina

ATCC American Type Culture Collection

BSA albdmina de suero bovino

AMPc adenosin-monofosfato 3'-5' ciclico

CHO ovario de hamster chino

cM5 receptor M5 clonado de chimpancé

DCM diclorometano (es decir, cloruro de metileno)
DIPEA N,N-diisopropiletilamina

dPBS solucion salina de Dulbecco tamponada con fosfato

DMEM medio de Eagle modificado por Dulbecco
DMSO dimetilsulfoxido

EDTA acido etilendiaminatetraacético

Emax eficacia maxima

EtOAc acetato de etilo

EtOH etanol

FBS suero de feto bovino

FLIPR lector de placas de imagenes fluorimétricas

Gly glicina

HATU Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluronio
HBSS solucion salina tamponada de Hank

HEK células renales embrionarias humanas

HEPES acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico
hM1 receptor M1 humano clonado

hM2 receptor M2 humano clonado

hM3 receptor M3 humano clonado

hM4 receptor M4 humano clonado

hM5 receptor M5 humano clonado

HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento

IBEX 3-isobutil-1-metilxantina

% de ef. % de eficacia

PBS solucion salina tamponada con fosfato

PyBOP hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitripirrolidin-fosfonio
rpm revoluciones por minuto

ATF acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

Tris tris(hidroximetil)aminometano

A menos que se indique lo contrario, los reactivos, las materias primas y los solventes se obtuvieron de proveedores
20 comerciales (tales como Aldrich, Fluka, Sigma y similares) y se utilizaron sin purificacion adicional.
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En los ejemplos descritos posteriormente, se llevo a cabo el andlisis de HPLC utilizando un instrumento Series 1100
de Agilent (Palo Alto, CA) con columnas Zorbax RP-Bonus de 2,1 x 50 mm, proporcionadas por Agilent (una
columna C14), con un tamafo de particula de 3,5 micrometros. La deteccion se realiz6 mediante absorbancia de
U.V. a 214 nm. Se obtuvieron los datos de HPLC 10-70 a un caudal de 0,5 ml/minuto de 10% a 70% de B durante 6
minutos. La fase movil A era 2%-98%-0,1% de ACN-H,O-AFT, y la fase mévil B era 90%-10%-0,1% ACN-H,O-AFT.
Utilizando las fases moviles A y B indicadas anteriormente, se obtuvieron los datos de HPLC 5-35 y HPLC 10-90 con
un gradiente de 5 minutos de duracion.

Los datos de cromatografia liquida-espectrometria de masas (CL-EM) se obtuvieron con un instrumento de modelo
API-150EX de Applied Biosystems (Foster City, CA). Los datos de CL-EM 10-90 se obtuvieron con 10% a 90% de
fase movil B en un gradiente de 5 minutos de duracion.

Se llevé a cabo la purificacién a pequefia escala utilizando un sistema APl 150EX Prep Workstation de Applied
Biosystems. La fase movil A era: agua + TFA al 0,05% v/v, y B: acetonitrilo + TFA al 0,05% v/v. Para las matrices
(tipicamente aproximadamente 3 a 50 mg de tamafio de muestra recuperado) se utilizaron las condiciones
siguientes: caudal de 20 ml/minuto; gradientes de 15 minutos y una columna Prism RP de 20 mm x 50 mm con
particulas de 5 micrometros (Thermo Hypersil-Keystone, Bellefonte, PA). Para purificaciones a escala mayor
(tipicamente superior a 100 mg de muestra sin tratar), se utilizaron las condiciones siguientes: caudal de 60
ml/minuto; gradientes de 30 minutos y una columna Microsorb BDS de 41,4 mm x 250 mm con particulas de 10
micrémetros (Varian, Palo Alto, CA).

En el caso de los compuestos quirales la rotacion especifica (indicada como [0(]209) se midio utilizando un
polarimetro Jasco (modelo P-101) con una fuente de luz halégena de tungsteno y un filtro de 589 nm a 20°C. Las
muestras de compuestos de ensayo tipicamente se midieron con 1 mg/ml de agua.

Preparacion 1
4-Amino-5-cloro-2-metoxibenzoato de metilo

A una solucién de acido 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzoico (1,008 g, 5,0 mmoles) en una mezcla de tolueno (9 ml) y
metanol (1 ml) a 0°C se afiadié (trimetilsilil)diazometano (2,0 M en hexano, 3,0 ml, 6,0 mmoles) gota a gota. A
continuacion, la mezcla de reaccion se calent6 hasta la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. Se inhibid
el exceso de (trimetilsilil)diazometano mediante la adicion de acido acético hasta desaparecer el color amarillo
brillante de la mezcla de reaccion. A continuacion, la mezcla se concentré al vacio, proporcionando el compuesto del
titulo en forma de un sélido blanquecino, que se utilizé sin purificacién adicional.

Preparacion 2
4-Acriloilamino-5-cloro-2-metoxibenzoato de metilo

Al producto crudo de la Preparacion 2 se afadio diclorometano (10 ml, 0,5 M) y trietilamina (2,1 ml, 15 mmoles). Esta
mezcla se enfrié a 0°C y se afadié gota a gota cloruro de acriloilo (812 ml, 10 mmoles) bajo agitacion. Tras 2 horas,
la reaccion se detuvo mediante la adicion de metanol (aproximadamente 2 ml) a 0°C y la mezcla resultante se agitod
a temperatura ambiente durante 15 minutos y después se concentré al vacio. Se afiadieron diclorometano (30 ml) y
agua (30 ml) al residuo y esta mezcla se mezclé uniformemente. Las capas se separaron y se extrajo la capa acuosa
con diclorometano (20 ml). Se agruparon las capas organicas, se secaron (Na;SQO.), se filtraron y se elimind el
solvente al vacio, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sélido espumoso marrén, que se utilizé sin
purificacion adicional.

Preparacion 3
Piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

Se calentaron bifenil-2-isocianato (97,5 g, 521 mmoles) y 4-hidroxi-1-bencilpiperidina (105 g, 549 mmoles), ambos
disponibles comercialmente de Aldrich, Milwaukee, WI, conjuntamente a 70°C durante 12 horas, tiempo durante el
cual se realizé un seguimiento mediante CL-EM de la formacién del 1-bencilpiperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-
ilcarbamico. A continuacion, la mezcla de reaccién se enfrié a 50°C y se afiadié etanol (1 1) y después se afiadié
lentamente acido hidroclérico 6 M (191 ml). Seguidamente, la mezcla de reaccion se enfrié hasta la temperatura
ambiente y se afiadié formato amonico (98,5 g, 1,56 mmoles) y se burbujeé gas nitrégeno por la soluciéon
vigorosamente durante 20 minutos. A continuacion, se afadio paladio (10% en peso (en seco) sobre carbono
activado) (20 g). La mezcla de reaccion se calenté a 40°C durante 12 horas y después se filtr6 a través de un lecho
de Celite. A continuacion, se eliminé el solvente bajo presion reducida y se afiadié acido hidroclérico 1 M (40 ml) al
residuo crudo. Seguidamente se afiadié hidroxido sodico (10 N) para ajustar el pH a 12. Se extrajo la capa acuosa
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con acetato de etilo (2x150 ml) y se seco (sulfato de magnesio), y después se elimind el solvente bajo presion
reducida, proporcionando el compuesto del titulo (155 g, 100%). HPLC (10-70) R=2,52; EM m/z: [M + H"] calculado
para C1gH20N202297,15; observado: 297,3.

Preparacion 4
4-{3-[4-(Bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionilamino}-5-cloro-2-metoxibenzoato de metilo

Al producto crudo de la Preparacion 2 se afiadié el producto de la Preparaciadn 3 (1,33 g, 4,5 mmoles) y una mezcla
de THF (22,5 ml) y metanol (2,5 ml). Esta mezcla se calenté a 50°C bajo agitaciéon durante 16 horas y después se
elimind el solvente al vacio. El residuo se cromatografié (gel de silice; EtOAc), proporcionando el compuesto del
titulo (0,82 g, R=0,4, rendimiento de 29% en 3 etapas) en forma de un sélido espumoso blanquecino. EM m/z 566,4
(M+H, esperado: 565,20 para C3oH32CIN3Os).

Preparacién 5
1-[2-(2-Cloro-4-hidroximetil-5-metoxi-fenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucié del producto de la Preparacion 4 (0,82 mg, 1,45 mmoles) en una mezcla de THF (4,5 ml) y metanol
(0,5 ml) a 0°C se afadio borohidruro de litio (32 mg, 1,45 mmoles). Se dejé que la mezcla de reaccidn se calentase
hasta la temperatura ambiente y se agité durante 41 horas. A continuacién, la reaccion se detuvo mediante la
adicion de acido hidroclérico acuoso 1 N a 0°C hasta que se dejé de observar burbujeo y esta mezcla se agité
durante 10 minutos. Se eliminé el solvente al vacio y el residuo se disolvié en acetonitrilo (aproximadamente 2 ml).
Esta solucion se purifico mediante RP-HPLC prep. (gradiente: 2 a 50% de acetonitrilo en agua con TFA al 0,05%).
Las fracciones apropiadas se recogieron y se agruparon, y se liofilizaron, proporcionando el compuesto del titulo en
forma de una sal trifluoroacetato. Esta sal se tratdé con acetato de isopropilo (10 ml) e hidréxido sédico acuoso 1 N
(10 ml) y se recogio la capa organica, se secé (NaxSQ,), se filtrd y se eliminé el solvente al vacio, proporcionando el
compuesto del titulo (161 mg, rendimiento de 21%) en forma de un sélido espumoso blanco. EM m/z 538,4 (M+H,
esperado: 537,20 para C1gH32CIN30s).

Preparacién 6
1-[2-(2-Cloro-4-formil-5-metoxifenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucién del producto de la Preparacién 5 (161 mg, 0,3 mmoles) en diclorometano (3 ml) se afadié
dimetilsulféxido (213 ml, 3,0 mmoles) y diisopropiletilamina (261 ml, 1,5 mmoles). Esta mezcla se enfrié a -20°C y se
afnadio lentamente complejo de triéxido de azufre-piridina (238 mg, 1,5 mmoles). Tras 30 minutos, la mezcla de
reaccion se desactivd mediante la adicion de agua (aproximadamente 3 ml). Se separaron las capas y se seco la
capa orgénica (NaxS0,), se filtrd y se elimind el solvente al vacio, proporcionando el compuesto del titulo en forma
de un sélido amarillo palido. EM m/z 536,3 (M+H, esperado: 535,19 para C29H30CIN3Os).

Preparacion 7
8-Benciloxi-5-(2-bromoacetil)-1H-quinolin-2-ona
(a) 8-Acetoxi-1H-quinolin-2-ona

Se calentaron a 100°C durante 3 horas 8-hidroxiquinolin-N-6xido (160,0 g, 1,0 mol), disponibles comercialmente de
Aldrich, Milwaukee, WI, y anhidrido acético (800 ml, 8,4 moles) y después se enfriaron en hielo. El producto se
recogié en un embudo Buchner, se lavé con anhidrido acético (2x100 ml) y se secd bajo presion reducida,
proporcionando 8-acetoxi-1H-quinolin-2-ona (144 g) en forma de un sdélido.

(b) 5-Acetil-8-hidroxi-1H-quinolin-2-ona

Una suspension de cloruro de aluminio (85,7 g, 640 mmoles) en 1,2-dicloroetano (280 ml) se enfrié en hielo y se
anadio el producto de la etapa (a) (56,8 g, 280 mmoles). La mezcla se calentd hasta la temperatura ambiente y
después se calent6 a 85°C. Tras 30 minutos, se afiadio cloruro de acetilo (1,5 ml, 21 mmoles) y se calentd la mezcla
durante 60 minutos adicionales. A continuacion, la mezcla de reaccion se enfrié y se afiadid a acido hidroclérico 1 N
(3 1) a 0°C bajo agitacion vigorosa. Tras agitar durante 2 horas, se recogieron los solidos en un embudo Buchner, se
lavaron con agua (3x250 ml) y se secaron bajo presion reducida. El producto crudo aislado de varios lotes (135 g) se
agrupo y se trituré con diclorometano (4 1) durante 6 horas. El sélido resultante se recogié en un embudo Buchner y
se seco bajo presion reducida, proporcionando el compuesto del titulo (121 g).
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(c) 5-Acetil-8-benciloxi-1H-quinolin-2-ona

Al producto de la etapa (b) (37,7 g, 186 mmoles) se anadié N,N-dimetilformamida (200 ml) y carbonato potasico
(34,5 g, 250 mmoles), seguido de bromuro de bencilo (31,8 g, 186 mmoles). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 2,25 horas y después se vertié en cloruro sédico saturado (3,5 I) a 0°C y se agit6é durante 1 hora.
Se recogio el producto y se seco en un embudo Buchner durante 1 hora, y los sdlidos resultantes se disolvieron en
diclorometano (2 ) y esta mezcla se sec6 sobre sulfato sédico. La solucion se filtrd a través de un lecho de Celite,
que seguidamente se lavd con diclorometano (5x200 ml). A continuacion, el filtrado agrupado se concentré a
sequedad y los solidos resultantes se trituraron con éter (500 ml) durante 2 horas. Se recogioé el producto en un
embudo Buchner, se lavo con éter (2x250 ml) y se seco bajo presion reducida, proporcionando el compuesto del
titulo (44 g) en forma de unos polvos.

(d) 8-Benciloxi-5-(2-bromoacetil)-1H-quinolin-2-ona

El producto de la etapa (c) (20,0 g, 68,2 mmoles) se disolvié en diclorometano (200 ml) y se enfrié a 0°C. Se afiadio
dietileterato de trifluoruro de boro (10,4 ml, 82,0 mmoles) mediante una jeringa y la mezcla se calenté hasta la
temperatura ambiente, proporcionando una suspension espesa. La suspension se calenté a 45°C (bafo de aceite) y
se afiadio una solucion de bromo (11,5 g, 72,0 mmoles) en diclorometano (100 ml) durante 40 minutos. La mezcla se
mantuvo a 45°C durante 15 minutos adicionales y después se enfrié hasta la temperatura ambiente. La mezcla se
concentrd bajo presién reducida y después se trituréd con carbonato sédico acuoso al 10% (200 ml) durante 1 hora.
Se recogieron los sdlidos en un embudo Buchner, se lavaron con agua (4x100 ml) y se secaron bajo presion
reducida. Se agrup6 el producto de dos operaciones, para la purificacion. El producto crudo (52 g) se triturd con
metanol al 50% en cloroformo (500 ml) durante 1 hora. Se recogié el producto en un embudo Buchner y se lavo con
metanol al 50% en cloroformo (2x50 ml) y metanol (2x50 ml). Se secd el sdélido bajo presion reducida,
proporcionando el compuesto del titulo (34,1 g) en forma de unos polvos.

Preparacién 8
8-Benciloxi-5-[(R)-2-bromo-1-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-1H-quinolin-2-ona
(a) 8-Benciloxi-5-[(R)-2-bromo-1-hidroxietil]-1H-quinolin-2-ona

Se agruparon (R)-(+)-a,a-difenilprolinol (30,0 g, 117 mmoles) y trimetilboroxina (11,1 ml, 78 mmoles) en tolueno (300
ml) y se agitaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La mezcla se introdujo en un bafio de aceite a 150°C y
se elimind el liquido mediante destilacion. Se afiadié tolueno en alicuotas de 20 ml y se continud la destilaciéon
durante 4 horas. Se afadié un total de 300 ml de tolueno. A continuacion, la mezcla se enfrié hasta la temperatura
ambiente. Una alicuota de 500 ml se evaporé a sequedad y se peso (246 mg) para determinar que la concentracion
del catalizador era de 1,8 M.

Bajo atmdsfera de nitrogeno, a 8-benciloxi-5-(2-bromoacetil)-1H-quinolin-2-ona (90,0 g, 243 mmoles) se afiadio
tetrahidrofurano (900 ml), seguido del catalizador indicado anteriormente (1,8 M en tolueno, 15 ml, 27 mmoles). La
suspension se enfrid a -10+5°C en un bafio de hielo/isopropanol. Se afadié borano (1,0 M en THF, 294 ml, 294
mmoles) durante 4 horas. A continuacion, la reaccion se agité durante 45 minutos adicionales a -10°C y después se
afnadié lentamente metanol (250 ml). La mezcla se concentrd bajo vacio y el residuo se disolvié en acetonitrilo bajo
ebullicién (1,3 1), se filtrd todavia caliente y después se enfri6 hasta la temperatura ambiente. Se filtraron los
cristales, se lavaron con acetonitrilo y se secaron bajo vacio, proporcionando el compuesto del titulo (72,5 g, 196
mmoles, rendimiento de 81%, 95% ee, pureza de 95% segun la HPLC).

(b) 8-Benciloxi-5-[(R)-2-bromo-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-1H-quinolin-2-ona

Al producto de la etapa (b) (70,2 g, 189 mmoles) se afiadid N,N-dimetilformamida (260 ml) y esta mezcla se enfrié en
un bafio de hielo bajo nitrégeno. Se afhadio 2,6-lutidina (40,3 g, 376 mmoles) durante 5 minutos y después se afiadio
lentamente trifluorometanosulfonato de terc-butil-dimetilsililo (99,8 g, 378 mmoles), manteniendo simultdneamente
una temperatura inferior a 20°C. Se dejé que la mezcla se calentase hasta la temperatura ambiente durante 45
minutos. Se afiadié metanol (45 ml) a la mezcla gota a gota durante 10 minutos y se dividié la mezcla entre acetato
de etilo/ciclohexano (1:1, 500 ml) y agua/solucién hipersalina (1:1, 500 ml). Se lavaron los organicos dos veces mas
con agualsolucion hipersalina (1:1, 500 ml cada uno). Los organicos agrupados se evaporaron bajo presion
reducida, proporcionando un aceite amarillo palido. Se afiadieron dos partes separadas de ciclohexano (400 ml) al
aceite y se continud la destilacion hasta formar una suspension blanca espesa. Se afiadié ciclohexano (300 ml) a la
suspension y los cristales blancos resultantes se filtraron, se lavaron con ciclohexano (300 ml) y se secaron bajo
presion reducida, proporcionando el compuesto del titulo (75,4 g, 151 mmoles, rendimiento de 80%, 98,6% ee).

Preparacion 9A
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8-Benciloxi-5-[(R)-2-(N-bencilamino)-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-1H-quinolin-2-ona

Una solucién bajo agitacion del producto de la Preparacion 8 (1,00 g, 2,05 mmoles) y bencilamina (493 ml, 4,51
mmoles) en DMSO (1,7 ml) se calenté a 105°C durante 4 horas. Se dejé que se enfriase la mezcla de reaccion y
después se diluyé con EtOAc (10 ml) y se lavo la cap aorganica con solucién acuosa saturada de cloruro amoénico (5
ml) e hidroxido sédico 1 N (5 ml), se secé (MgSO4) y se eliminé el solvente bajo presién reducida. El residuo crudo
se purificé mediante cromatografia de columna (EtOAc al 50%/hexanosa), proporcionando el compuesto del titulo
(700 mg, 67%). EM m/z: [M + H"] calculado para C31H3sN203Si 515,27; observado: 515,5.

Preparacién 9B
8-Benciloxi-5-[(R)-2-(N-bencilamino)-1-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-1H-quinolin-2-ona

A un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 500 ml se afadié 8-benciloxi-5-[(R)-2-bromo-1-(terc-
butildimetilsilaniloxi)etil]-1H-quinolin-2-ona (43 g, 0,124 moles, pureza quiral de aproximadamente 95%), 1-metil-2-
pirrolidinona (210 ml) y bencilamina (28,3 g, 0,37 moles). La mezcla resultante se enjuagd con nitrégeno y después
se agitd a 90°C durante 6 horas. A continuacion, la mezcla se enfrio hasta la temperatura ambiente y se afiadieron
agua (300 ml) y acetato de etilo (300 ml). Se separaron las capas y se lavo la capa organica con agua (200 ml), una
mezcla 1:1 de agua y solucién acuosa saturada de cloruro sédico (200 ml) y agua (200 ml). A continuacién, se seco
la capa organica sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentré bajo presiéon reducida, proporcionando el
compuesto del titulo en forma de un aceite naranja.

Al aceite naranja se afiadié heptano (200 ml) y acetato de etilo (200 ml) y la mezcla resultante se calenté a 65°C,
produciendo una solucion transparente. Se enfrié esta solucidon hasta la temperatura ambiente y se dejo en reposo
durante la noche (aproximadamente 16 horas), después de lo cual se habia formado un precipitado. Se recogio el
precipitado mediante filtracion, proporcionando el compuesto del titulo estereoquimicamente impuro (8,85 g, 79,6%
ee). El filtrado se concentrd bajo presion reducida, proporcionando el compuesto del titulo (38,6 g, 99,4% ee). Este
material se agrupé con un lote previo de material (19,2 g, 99,5% ee) y se afiadieron heptano (250 ml) y acetato de
etilo (100 ml). Esta mezcla se calentd a 80°C (solucion turbia a transparente) y después se enfri6 hasta la
temperatura ambiente y se dejé en reposo durante la noche. El precipitado resultante se recogié mediante filtracion,
proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (36,8 g, 98,4% ee, pureza quimica de 99,9%).
Se concentrd el filtrado bajo presion reducida y el residuo se disolvié en heptano (100 ml). Se recogieron los soélidos
resultantes, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color pardo (24 g, pureza quiral de
100%, pureza quimica de 95%).

Preparacion 10A
5-[(R)-2-Amino-1-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-8-hidroxi-1H-quinolin-2-ona

Una solucién bajo agitacion del producto de la Preparacion 9A (3,16 g, 6,15 mmoles) y paladio (al 10% en peso
(seco) sobre carbono activado) (1,58 g) en etanol (62 ml) sometié a una atmdsfera de hidrégeno durante 24 horas.
La mezcla de reaccion se filiré a través de Celite, se lavd con metanol (15 ml) y después se eliminé el solvente bajo
presion reducida, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un soélido (1,52 g, 4,55 mmoles, 74%).

Preparacion 10B
Sal de acido acético de 5-[(R)-2-amino-1-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-8-hidroxi-1H-quinolin-2-ona

Se disolvieron 8-benciloxi-5-[(R)-2-(N-bencilamino)-1-(terc-butildimetilsilaniloxi)etil]-1H-quinolin-2-ona (100 g, 194
mmoles) y acido acético (17,5 ml, 291 mmoles) en metanol (1 1). La solucioén transparente se purgd con nitrégeno y
después se afiadid hidréxido de paladio sobre carbono (20 g, Pd al 20% en peso (seco), himedo (aproximadamente
50% de agua)). Se burbujed gas hidrégeno por la solucidon bajo agitacion a temperatura ambiente durante 6 horas
durante las que se desarrollé una suspension espesa. A continuacion, la mezcla de reaccién se purgé con nitrégeno
y se afiadié metanol (1 I). La mezcla resultante se agitd6 durante aproximadamente 30 minutos (para disolver el
producto) y después se filtrd la mezcla a través de un lecho de Celite. El filtrado se concentrd bajo presién reducida
hasta un volumen de aproximadamente 500 ml y, a la suspensién resultante, se afiadi6 etanol (500 ml). La mezcla
resultante se concentré nuevamente bajo presion reducida hasta un volumen de aproximadamente 500 ml y el
precipitado resultante se recogié mediante filtracion y se secd, proporcionando el compuesto del titulo en forma de
un solido amarillo-blanco (65 g, rendimiento de 85%, pureza >98%).

Preparacion 11
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1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-Butildimetilsilaniloxi)-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-2-cloro-5-metoxi-
fenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

Al producto de la Preparacion 6 en una mezcla de diclorometano (0,5 ml) y metanol (0,5 ml) se afiadié al producto de
la Preparacion 10A (124,1 mg, 3,1 mmoles) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1,5
horas. Se afiadié triacetoxiborohidruro sédico (190,7 mg, 0,9 mmoles) y la mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante 15 horas. La reaccion se desactivd mediante la adicién de agua (aproximadamente 0,2 ml) y la
mezcla se concentrd al vacio, proporcionando el compuesto del titulo, que se utilizé sin purificacion adicional. EM
m/z 854,5 (M+H, esperado: 853,36 para C4sHssCIN5O7Si).

Preparacion 12

1-[2-(2-Cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A una suspension del producto de la Preparacion 11 en diclorometano (1,0 ml, 0,3 M) se afiadié trihidrofluoruro de
trietilamina (245 ml, 1,5 mmoles). Se agité dicha mezcla de reaccidon a temperatura ambiente durante 45 horas y
seguidamente se concentrd la mezcla al vacio. Se disolvié el residuo en una mezcla de DMF (0,5 ml),
acetonitrilo/agua (1:1, con TFA al 0,1%, 0,6 ml), TFA (0,3 ml) y acetonitrilo (aproximadamente 1 ml) y esta mezcla se
purifico mediante RP-HPLC prep. (gradiente: 2 a 50% de acetonitrilo en agua con TFA al 0,05%). Se recogieron las
fracciones apropiadas y se agruparon vy liofilizaron, proporcionando la sal ditrifluoroacetato del compuesto del titulo
(100 mg, rendimiento de 34%, pureza de 98,7% segun la HPLC) en forma de un sélido blanquecino. EM m/z 740,5
(M+H, esperado: 739,28 para C4oH42CIN5O7).

Ejemplo 1

Sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-Cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

Una solucién de dihidrato de acido 1,2-etanodisulfénico (3,8 mg, 0,02 mmoles) en etanol (0,2 ml) se afiadié
lentamente a una solucién del producto de la Preparacién 12 (14,3 mg, 0,02 mmoles) en una mezcla 64:1 v/v de
isopropanol y diclorometano (1 ml). La solucién resultante se calenté a una temperatura de entre 45°C y 50°C
durante aproximadamente 30 minutos. A continuacion, la mezcla se enfri6 lentamente hasta la temperatura
ambiente, momento en el que la solucion se enturbié ligeramente. Se dejoé que la solucidon reposase a temperatura
ambiente bajo un flujo suave de nitrégeno durante la noche. El precipitado resultante se recogié mediante filtracion y
se seco, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sdélido cristalino blanco (13 mg, rendimiento de
72%).

Ejemplo 2

Sal de éacido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-Cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

Se prepard una solucion de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-
5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico (26,8 mg, 0,0362 mmoles) en etanol
(5,36 ml) y se agité a temperatura ambinete hasta conseguir la disolucion completa (5 minutos). Una solucién de
dihidrato de acido 1,2-etanodisulfénico (8,2 mg, 0,0362 mmoles) en etanol (0,2 ml) se afiadié lentamente a la
primera solucién durante aproximadamente un minuto. La suspensién resultante se agité durante cinco minutos y
después se aislé mediante filtracion bajo nitrégeno. El precipitado resultante se seco, proporcionando el compuesto
del titulo en forma de un sélido blanco (28,5 mg, rendimiento de 85%).

Ejemplo 3

Sal de acido 1,2-etanodisulféonico de 1-[2-(2-Cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

Se disolvié 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico (5 g, 6,75 mmoles, pureza >99%) en
isopropanol (100 ml), seguido de la adicion de dihidrato de acido etanodisulfonico (1,525 mg, 6,75 mmoles) disuelto
en agua (20 ml). La suspension resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora y después a ~30°C
durante la noche. Se aislé el compuesto del titulo (6,0 g) en forma de unos polvos blancos. Se calento el producto en
20% de agua en isopropanol (100 ml) a 30°C durante 48 horas. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, el
precipitado resultante se aislé mediante filtracion y se sec6 al aire durante 2 horas, rindiendo el compuesto del titulo
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(5,4 9).
Preparacion 13
4-Acriloilamino-5-cloro-2-metoxibenzoato de metilo

A un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 1 litro dotado de un agitador de hélice, control de la temperatura y
embudo de adicion, se anadié 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzoato de metilo (44,2 g, 200 mmoles), diclorometano
(500 ml) y diisopropiletilamina (104,5 ml, 600 mmoles). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente hasta
disolver los ingredientes y después la mezcla se enfrid a 0°C. A continuacion, se afiadié gota a gota cloruro de
acriloilo (16,25 ml, 200 mmoles), manteniendo simultaneamente la temperatura interna de la mezcla de reaccion por
debajo de 10°C. El tiempo total para la adicion fue de aproximadamente 30 minutos. A continuacion, se calento
lentamente la mezcla de reaccién de 0°C hasta la temperatura ambiente durante un periodo de aproximadamente 2
horas. Seguidamente se afiadieron solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (200 ml) y diclorometano (200
ml) y esta mezcla se agité durante 5 minutos y después se separaron las capas. La capa de diclorometano se lavo
con acido hidroclérico 1 M (200 ml) y después se concentrd bajo presién reducida hasta aproximadamente un tercio
de su volumen original, resultando en una suspension espesa. Se filtrd la suspension y la torta de filtracion se lavo
con diclorometano (100 ml) y se secd, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sélido blanquecino (36
g, rendimiento de 67%, pureza >98% segun la HPLC).

Preparacion 14
4-{3-[4-(Bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionilamino}-5-cloro-2-metoxibenzoato de metilo

A un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 1 litro dotado de un agitador de hélice, control de la temperatura y
condensador de reflujo, se anadid piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico (36,3 g, 122 mmoles),
diclorometano (500 ml) e isopropanol (100 ml). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente hasta disolver
los ingredientes y seguidamente se afiadio el producto de la Preparacion 10 (30 g, 111,5 mmoles). Se continud la
agitacion a temperatura ambiente hasta disolver los ingredientes y seguidamente se calent6 la mezcla bajo reflujo
(50°C a 55°C) durante 18 horas. A continuacion, se enfrié la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente y se
anadio etanol (200 ml). Esta mezcla se concentrd bajo presion reducida hasta un volumen de aproximadamente 150
ml, resultando en una suspension espesa. Se filtré la suspension y la torta de filtracion se lavo con etanol (50 ml) y
se seco, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (58 g, rendimiento de 92%, pureza
>99,5% segun la HPLC).

Preparacion 15
1-[2-(2-Cloro-4-hidroximetil-5-metoxi-fenilcarbamoil etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondo de 2 litros se afiadié el producto de la Preparacion 14 (40 g, 70,8 mmoles) y THF (400
ml). La mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente hasta disolver los ingredientes y seguidamente el matraz
de purgd con nitrogeno durante 5 minutos. A continuacion, la mezcla se enfri6 a 0°C (temperatura interna) y se
afadié gota a gota una solucién 1 M de hidruro de litio-aluminio en THF (106 ml, 106 mmoles) mediante un embudo
adicional, manteniendo simultaneamente la temperatura interna de la mezcla de reaccién por debajo de 10°C. El
tiempo total de adicién fue de aproximadamente 40 minutos. A continuacion, la mezcla de reaccion se agité durante
1 hora a 0°C y después se afadid hidroxido sédico 1 M (200 ml), manteniendo simultdneamente la temperatura
interna de la mezcla de reaccién por debajo de 15°C. Seguidamente se separaron las capas y la capa de THF se
lavd con solucion acuosa saturada de cloruro sodico (100 ml), se secé sobre sulfato sddico, se filtré y se concentrd
bajo presion reducida, proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sdlido blanco (38 g, rendimiento de
100%, pureza de 94% segun la HPLC).

Preparacion 16
1-[2-(2-Cloro-4-formil-5-metoxifenil-carbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondo de 1 litro se afadié el producto de la Preparacion 15 (28 g, 52 mmoles) y
diclorometano (500 ml). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente hasta disolver los ingredientes y
seguidamente se afadié 6xido de manganeso (IV) activado (45 g, 520 mmoles). La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente bajo nitrogeno durante 12 horas y después se filtr6 a través de un lecho de Celite. A
continuacion, la mezcla se concentré bajo presion reducida y el residuo se secé durante la noche bajo vacio,
proporcionando el compuesto del titulo en forma de un sdélido amarillo (26 g, rendimiento de 93%, pureza de
aproximadamente 93% segun la HPLC).
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Preparacion 17

1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-Butildimetilsilaniloxi)-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-2-cloro-5-metoxi-
fenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondo de 500 ml se afadié el producto de la Preparacién 16 (6 g, 11,2 mmoles) y
diclorometano (50 ml). La mezcla resultante se agitd6 a temperatura ambiente hasta disolver los ingredientes y
seguidamente se afiadieron el producto de la Preparacion 7 (6 g, 15,0 mmoles) y metanol seco (50 ml). La mezcla se
agité a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 2 horas (solucion amarillo transparente a naranja) y después la
mezcla se enfrid hasta una temperatura de entre 0°C y 5°C. Se afiadié triacetoxiborohidruro sédico (7,2 g, 34
mmoles) en partes durante un periodo de 10 minutos y después la mezcla de reaccién se calenté lentamente de 0°C
hasta la temperatura ambiente durante un periodo de aproximadamente 2 horas. A continuacion, la mezcla se enfrio
a 0°C y se afiadieron solucién acuosa de hidroxido sédico 1 M (50 ml) y diclorometano (150 ml). La mezcla se agito
intensamente y después se separaron las capas. La capa organica se lavé con solucion acuosa saturada de cloruro
sadico (50 ml), se filtrd, se secd sobre sulfato sédico, se filtrd y se concentrd bajo presién reducida, proporcionando
el compuesto del titulo en forma de un sélido amarillo (10,1 g, rendimiento de 100%, pureza de 87% segun la
HPLC).

Ejemplo 4

Sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A un matraz de fondo redondo de 50 ml se afiadié el producto de la Preparacion 17 (2,0 g, 2,5 mmoles) y
diclorometano (10 ml). La mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente hasta disolver los ingredientes y
seguidamente se afiadiod trihidrofluoruro de trietilamina (1,2 ml, 7,5 mmoles) y la mezcla resultante se agité a 25°C
durante 20 horas. A continuacién, se afadidé una solucién de dihidrato de acido 1,2-etanodisulfénico (0,56 g, 2,5
mmoles) en metanol (10 ml) y esta mezcla se agité a 30°C durante 2 horas, después de lo cual se habia formado
una suspensioén blanca espesa. Se filtro lentamente la suspension y la torta de filtraciéon se lavé con metanol (10 ml),
se seco al aire durante 2 horas y después se seco durante la noche al vacio, proporcionando el compuesto del titulo
en forma de unos polvos blancos finos (1,5 g, pureza >98% segun la HPLC).

Ejemplo 5

Sal de acido 1,2-etanodisulféonico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

A sal de 4&cido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico, preparada tal como en
el Ejemplo 4 (80 g) se afiadié una solucion de 20% de agua en isopropanol en volumen (800 ml). La suspension
resultante se dejo a temperatura ambiente durante la noche y después se filtrd, proporcionando el compuesto del
titulo con cristalinidad y pureza mejoradas (74 g).

Preparacion 18

Cristales de nucleacion de sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico

Etapa (a)

La sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico, preparada tal como en
el Ejemplo 4 (100 mg) se disolvié en 13% de agua en metanol (20 ml) a ~60°C. La solucion transparente resultante
se dejo enfriar hasta la temperatura ambiente en un recipiente cerrado. Tras 48 horas, los cristales de tipo placa
resultantes se aislaron mediante filtracion.

Etapa (b)

La sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico, preparada tal como en
el Ejemplo 4 (1,0 g) se disolvié en 15% de agua en metanol (100 ml) a 60-65°C. La solucién transparente bajo
agitacion se dejo enfriar a 30°C y después se afiadié el producto cristalino de la etapa (a) (4,2 mg). La solucion se
enfri6 a 20°C y se agité durante 2 horas. El precipitado resultante se aisl6 mediante filtracion y se seco al aire

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2400 958 T3

durante 1 hora, proporcionando el compuesto del titulo (680 mg).

Etapa (c)

Se repiti6 el procedimiento de la etapa (b), aunque sustituyendo el producto de la etapa (b) (20 mg) por el producto
de la etapa (a), proporcionando el compuesto del titulo (690 mg).

Etapa (d)

La sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico, preparada tal como en
el Ejemplo 4 (10 g) se disolvié en 15% de agua en metanol (1 1) a 60-65°C. La solucién transparente bajo agitacién
se dejé enfriar a 30°C y después se afiadio el producto cristalino de la etapa (c) (4,2 mg). La solucién se enfrié a
20°C y se agitd durante 18 horas. El precipitado resultante se aislé6 mediante filtracion y se sec6 al aire durante 2
horas, proporcionando el compuesto del titulo (5,5 g).

Ejemplo 6

Recristalizacion de sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico
utilizando cristales de nucleacion

A un matraz de fondo redondo de 12 | se afiadi6 el producto del Ejemplo 5 (60 g, 64,5 mmoles), agua (0,9 I) y
metanol (5,1 litros). La mezcla resultante se calenté a una temperatura de entre 25°C y 61-65°C bajo agitacion hasta
disolver los ingredientes, y se agité durante 20 minutos adicionales a 60-65°C. La mezcla se dejé enfriar a 30°C y
después se afiadio el producto de la Preparacion 18 (2 g, 2,15 mmoles). Esta mezcla se enfrié lentamente a 20°C y
la suspension resultante se agitdé durante 2 horas adicionales a 30°C. El producto se filtré con metanol (500 ml) y se
seco al aire durante 2 horas y después al vacio a 25-30°C durante 18 horas, proporcionando el compuesto del titulo
(43 g, rendimiento de 72%, pureza de 99,2%).

Ejemplo 7
Analisis térmico

Se llevé a cabo calorimetria diferencial de barrido (CDB) utilizando un médulo modelo Q-10 de TA Instruments con
un controlador de andlisis térmico. Se recogieron datos y se analizaron utilizando software Thermal Solutions de TA
Instruments. Se pesé con precision una muestra de aproximadamente 1 mg en un plato de aluminio con tapa. Se
evalué la muestra utilizando un gradiente lineal de calentamiento de 5°C/minuto desde la temperatura ambiente
hasta aproximadamente 300°C. Se purgd la celda de CDB con nitrdgeno seco durante la utilizacion. Un registro
representativo CDB de una muestra de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-
hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de
acido bifenil-2-ilcarbamico del Ejemplo 6 se muestra en la figura 1 y un registro de CDB representativo de una
muestra del Ejemplo 2 se muestra en la figura 2.

Se llevo a cabo el analisis termogravimétrico (ATG) utilizando un moédulo modelo Q-50 de TA Instruments dotado de
alta resolucion. Se recogieron datos y se analizaron utilizando software Thermal Solutions de TA Instruments. Se
colocd una muestra que pesaba aproximadamente 10 mg sobre un plato de platino y se escaned a alta resolucion-
tasa de calentamiento de temperatura ambiente a 300°C. La balanza y las camaras del horno se purgaron con flujo
de nitrégeno durante su utilizacién. En la figura 1 se muestra un registro de ATG representativo de una sal cristalina
de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico del Ejemplo 6.

Los registros de CDB demuestran que una sal de acido 1,2-etanodisulfénico de la presente invencion presenta una
estabilidad térmica excelente, con puntos de fusidon en aproximadamente 239°C y en aproximadamente 219°C,
respectivamente, y sin descomposicion térmica por debajo de aproximadamente 200°C.

Ejemplo 8
Difraccion de rayos X de polvos
Se obtuvieron patrones de difraccion de rayos X de los polvos con un difractdometro de rayos X modelo X'TRA de

Thermo ARL (Thermo ARL SA, Suiza) utilizando radiacién Ka de Cu a 1,542 A (45 kV, 40 mA) con un detector de
estado sdlido de Si(Li). El analisis tipicamente se llevé a cabo a una tasa de barrido de 2°/min a intervalos de 0,03°
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por punto a lo largo del intervalo de 2 a 30° de angulo dos-theta. Las muestras, tanto sin tratar como las molidas en
polvos finos, se empaquetaron con cuidado en una pieza insertable de volumen pequefio disefiada al efecto para
encajar en la taza de muestras de carga superior del instrumento para el analisis. El instrumento se calibré
semanalmente respecto a un estandar de metal de silicio, hasta 60,02° de angulo dos-theta. Se muestran en la
figura 3 patrones de PXRD representativos de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-
{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster
de acido bifenil-2-ilcarbamico del Ejemplo 6 y el patron de una muestra del Ejemplo 2 se muestra en la figura 4.

Ejemplo 9
Analisis de infrarrojos

Se determind el espectro de absorcién de infrarrojos (IR) en el intervalo de frecuencias de 4.000 a 675 cm-1
utilizando un espectrémetro de IR Avatar 360 FT dotado de un soporte para muestras de reflexiéon total atenuada
(RTA) Nicolet. Un espectro de absorcion de IR representativo para una muestra de una sal cristalina de &cido 1,2-
etanodisulfonico de 5-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico del Ejemplo 6 presentaban bandas de
absorcion significativas en 70461, 748+1, 76861, 84161, 90061, 105561, 110461, 116661, 121861, 129461, 140861,
152261, 160961, 165561 y 170161, tal como se ilustra en la figura 5.

Ejemplo 10
Evaluacién de la sorcion dinamica de humedad

Se llevé a cabo una evaluacion de sorcion dinamica de humedad (SDH) (también conocida como perfil de sorcion-
desorcion de la humedad) para una muestra molida manualmente de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico
de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de &acido bifenil-2-ilcarbamico de la Preparacion 18 utilizando una
microbalanza atmosférica de VTI, sistema SGA-100 (VTI Corp., Hialeah, FL 33016). Se utilizé un tamafio de muestra
de aproximadamente 10 mg y se fij6 la humedad en el valor ambiental al inicio del analisis. Un analisis tipico de SDH
consiste de tres barridos: humedad relativa ambiente a 2% (HR), HR 2% a HR 90%, HR 90% a HR 5% a una tasa de
barrido de HR 5%/paso. Se midié la masa cada dos minutos y se modificé la HR al valor siguiente (HR +/-5%) en
caso de observarse que la masa de la muestra era estable a menos de 0,01% durante 5 puntos consecutivos. Se
muestra en la figura 6 un registro de SDH representativo.

El registro de SDH demuestra que una sal de acido 1,2-etanodisulfonico de la presente invencion presenta un perfil
de sorcién/desorcién reversible con una higroscopicidad moderada (<9%). La sal presenta una ganancia de peso
inferior a 2,5% en el intervalo de humedades de HR 40% a HR 75%. El perfil de sorcidon/desorcién reversible de
humedad demuestra que una sal cristalina de la presente invencion presenta una higroscopicidad aceptable y que
no es delicuescente.

Ejemplo 11
Andlisis elemental y proporcioén de contraiones

Los porcentajes elementales siguientes de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre de una muestra de una sal
cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de &cido bifenil-2-ilcarbamico del Ejemplo 6 se
determinaron mediante andlisis de combustién utilizando un analizador elemental Flash EA 1112 (CE Elantech,
Lakewood, NJ): carbono: 52,95%; hidrégeno: 5,43%; nitrégeno: 6,83%, y azufre: 6,87%. El porcentaje en peso de
acido 1,2-etanodisulfonico en la muestra cristalina, calculado a partir del porcentaje en peso medido de azufre era de
20,4%, que es igual al porcentaje en peso tedrico de 20,4%, proporcionando una proporcion de contraiones de 1:1.

Preparacion A

Cultivo celular y preparacion de membranas a partir de células que expresan receptores (1, B2 0 B3- adrenérgicos
humanos

Se cultivaron lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO) que expresaban receptores B+, B2 0 Bs-adrenérgicos
humanos clonados, respectivamente, hasta practicamente la confluencia en medio F-12 de Ham con FBS al 10% en
presencia de 500 ug/ml de geneticina. La monocapa celular se levanté con EDTA 2 mM en PBS. Se peletizaron las
células mediante centrifugacion a 1.000 rpm y los pellets celulares se almacenaron congelados a -80°C o se
prepararon membranas inmediatamente para su utilizacién. Para la preparacion de membranas que expresaban
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receptores 31, B2 0 B3, los pellets celulares se resuspendieron en tampén de lisis (HEPES 10 mM/HCI, EDTA 10 mM,
pH 7,4 a 4°C) y se homogeneizaron utilizando un homogeneizador de vidrio de tipo Dounce de ajuste estrecho (30
ciclos) sobre hielo. Para las membranas que expresaban receptores 3 mas sensibles a la proteasa, los pellets
celulares se homogeneizaron en tampon de lisis (Tris 10 mM/HCI, pH 7,4) suplementado con una tableta de
"Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets with 2 mM EDTA" [céctel inhibidor de proteasa completo con EDTA 2
mM] por cada 50 ml de tampdn (catélogo de Roche n°® 1697498, Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). El
homogenado se centrifugd a 20.000xg y el pellet resultante se lavé una vez con tampén de lisis mediante
resuspension y centrifugacion tal como se ha indicado anteriormente. A continuacion, el pellet final se resuspendio
en tampoén de ensayo de union helado (Tris/HCI 75 mM, pH 7,4, MgCl, 12,5 mM, EDTA 1 mM). Se determino la
concentracion de proteinas de la suspension de membranas mediante los métodos descritos en Lowry et al., Journal
of Biological Chemistry 193:265, 1951, y en Bradford, Analytical Biochemistry 72:248-54, 1976. Todas las
membranas se almacenaron congeladas en alicuotas a -80°C o se utilizaron inmediatamente.

Preparacion B

Cultivo celular y preparacion de membranas a partir de células que expresan receptores muscarinicos Mj, Mz, M3y
M4 humanos

Se cultivaron lineas celulares CHO que expresaban subtipos hM+1, hMz, hM3 y hM4 de receptor muscarinico humano
clonado, respectivamente, hasta practicamente la confluencia en medio F-12 de Ham suplementado con FBS al 10%
y 250 pg/ml de geneticina. Las células se cultivaron en un incubador con 5% de CO;, a 37°C y se levantaron con
EDTA 2 mM en dPBS. Las células se recogieron mediante centrifugacion durante 5 minutos a 650xg y los pellets
celulares se almacenaron congelados a -80°C o se prepararon membranas inmediatamente para su utilizaciéon. Para
la preparacion de membranas, se resuspendieron los pellets celulares en tampon de lisis y se homogeneizaron con
un triturador de tejidos (Kinematica AG, 20 segundos x 2 pulsos). Las membranas crudas se centrifugaron a
40.000xg durante 15 minutos a 4°C. A continuacién, el pellet de membranas se resuspendié con tampoén de
resuspension y se homogeneizd nuevamente con el triturador de tejidos Polytron. Se determiné la concentracion de
proteinas de la suspension de membranas mediante el método descrito en Lowry et al., Journal of Biochemistry
193:265, 1951. Todas las membranas se almacenaron congeladas en alicuotas a -80°C o se utilizaron
inmediatamente. Se obtuvieron directamente de Perkin Elmer alicuotas de las membranas de receptor hMs
preparadas y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Procedimiento de ensayo A
Ensayo de unién de ligando radioactivo para los receptores (31, B2y B3 adrenérgicos humanos

Se llevaron a cabo ensayos de unién en placas de microtitulacion de 96 pocillos en un volumen total de ensayo de
100 ml con 10-15 mg de proteina membranal que contenia los receptores (1, B2 y B3 adrenérgicos humanos en
tampon de ensayo (Tris/HCI 75 mM, pH 7,4 a 25°C, MgCl, 12,5 mM, EDTA 1 mM, BSA al 0,2%). Se llevaron a cabo
estudios de saturacién de la union para determinar los valores de Ky del ligando radioactivo utilizando [3H]-
dihidroalprenolol (NET-720, 100 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA) para los receptores 1y B2y
[125I]-(-)-yodocianopindoIoI (NEX-189, 220 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA) a 10 6 11
concentraciones diferentes comprendidas entre 0,01 nM y 20 nM. Se llevaron a cabo ensayos de desplazamiento
para determinar los valores de K; de los compuestos de ensayo con [3H]-dihidroalprenolol a una concentracion de 1
nM vy [125I]-(-)-yodocianopindolol a una concentracion de 0,5 nM para 10 6 11 concentraciones de compuesto de
ensayo comprendidas entre 10 pM y 10 yM. Se determind la unién no especifcia en presencia de propanolol 10 pM.
Se incubaron los ensayos durante 1 hora a 37°C y seguidamente se terminaron las reacciones de unién mediante
filtracion rapida por GF/B para los receptores 1 y B2 o placas de filtro de fibra de vidrio GF/C para los receptores 33
(Packard BioScience Co., Meriden, CT) presumergidos en polietilenimina al 0,3%. Las placas de filtracién se lavaron
tres veces con tampon de filtracion (Tris/HCI) 75 mM, pH 7,4, a 4°C, MgCl; 12,5 mM, EDTA 1 mM) para eliminar la
radioactividad no unida. A continuacion, las placas se secaron y se afiadieron 50 ml de liquido de centelleo liquido
Microscint-20 (Packard BioScience Co., Meriden, CT) y se realizé un recuento de las placas en un contador de
centelleo liquido Packard Topcount (Packard BioScience Co., Meriden, CT). Se analizaron los datos de unién
mediante analisis de regresion no lineal con el paquete de software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA) utilizando el modelo de 3 parametros para la competicién de un sitio. Se fijé6 el minimo de la curva en el
valor de unién no especifica, segun se determind en presencia de propanolol 10 mM. Se calcularon los valores de Ki
para los compuestos de ensayo a partir de los valores de ICso observados y el valor de Kd del ligando radioactivo
utilizando la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng Y. y Prusoff W.H., Biochemical Pharmacology 22, 23:3099-108,
1973).

En dicho ensayo, un valor de K; inferior indica que un compuesto de ensayo presenta una afinidad de unién mas
elevada para el receptor sometido a ensayo. Sometido a ensayo en dicho ensayo, se encontré que el compuesto de
férmula | presentaba un valor de K; inferior a 10 nM para el receptor 3, adrenérgico humano.
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Procedimiento de ensayo B
Ensayo de unién de ligando radioactivo para los receptores muscarinicos

Se llevaron a cabo ensayos de unién de ligando radioactivo para los receptores muscarinicos humanos clonados, en
placas de microtitulacién de 96 pocillos en un volumen total de ensayo de 100 ml. Se diluyeron en tampodn de ensayo
membranas de células CHO que expresaban el subtipo muscarinico hM4, hM2, hMs, hMs o hMs, hasta las
concentraciones de proteina diana especificas siguientes (mg/pocillo): 10 mg para hM4, 10-15 mg para hM,, 10-20
mg para hMs;, 10-20 mg para hM4 y 10-12 mg para hMs para obtener sefiales similares (cpm). Las membranas se
homogeneizaron brevemente utilizando un disruptor de tejidos Polytron (10 segundos) previamente a la adicién a la
placa de ensayo. Se llevaron a cabo estudios de saturacion de union para determinar los valores de KD del ligando
radioactivo, utilizando metilcloruro de L-[N-metiI-3H]escopolamina ([3H]-NMS) (TRK666, 84,0 Ci/mmol, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino Unido) a concentraciones comprendidas entre 0,001 nM y 20 nM. Se
llevaron a cabo ensayos de desplazamiento para determinar los valores de K; de los compuestos de ensayo con
[3H]-NMS a una concentracién de 1 nM y once concentraciones diferentes de compuesto de ensayo. Los
compuestos de ensayo se disolvieron inicialmente a una concentracion de 400 mM en tampon de dilucidn y después
se diluyeron en serie 5x con tampodn de dilucion hasta concentraciones finales comprendidas entre 10 pM a 100 uM.
El orden y volumenes de adicion a las placas de ensayo fueron los siguientes: 25 ml de ligando radioactivo, 25 ml de
compuesto de ensayo diluido y 50 ml de membranas. Las placas de ensayo se incubaron durante 60 minutos a
37°C. Las reacciones de union se terminaron mediante filtracion rapida por placas de filtros de fibra de vidrio GF/B
(PerkinElmer Inc., Wellesley, MA) pretratadas en BSA al 1%. Las placas de filtraciéon se enjuagaron tres veces con
tampon de lavado (HEPES 10 mM) para eliminar la radioactividad no unida. A continuacion, las placas se secaron al
aire y se anadieron 50 ml de liquido de centelleo liquido Microscint-20 (PerkinElmere Inc., Wellesley, MA) a cada
pocillo. A continuacion, se realizé un recuento de las placas en un contador de centelleo liquido PerkinElmer
Topcount (PerkinElmer Inc., Wellesley, MA). Se analizaron los datos de unidon mediante analisis de regresion no
lineal con el paquete de software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) utilizando el modelo de
competicién de un sitio. Se calcularon los valores de K;para los compuestos de ensayo a partir de los valores de I1Csg
observados y el valor de Kp del ligando radioactivo utilizando la ecuaciéon de Cheng-Prusoff (Cheng Y., Prusoff W.H.,
Biochemical Pharmacology 22(23):3099-108, 1973). Se convirtieron los valores de K; a valores de pK; para
determinar la media geométrica y los intervalos de confianza al 95%. A continuacion, se convirtieron estas
estadisticas de resumen nuevamente en valores de K para la presentacion de los datos.

En dicho ensayo, un valor de K; inferior indica que un compuesto de ensayo presenta una afinidad de uniéon mas
elevada para el receptor sometido a ensayo. Sometido a ensayo en dicho ensayo, se encontré que el compuesto de
férmula | presentaba un valor de K; inferior a 10 nM para los receptores muscarinicos Mz y M3 humanos.

Procedimiento de ensayo C

Ensayo de placa de flash de AMPc de células completas en lineas de células CHO que expresan heterélogamente
receptores 31, B2 0 B3 adrenérgicos humanos

Se llevaron a cabo ensayos de AMPc en un formato de radioinmunoensayo utilizando el sistema de ensayo de placa
de flash de activacion de adenililciclasa con [125|]-AMPC (NEN SMPO004, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la determinacién de la potencia agonista de los receptores 3 (ECso),
se cultivaron lineas celulares CHO-K1 que expresaban establemente receptores B1, B2 0 Bs-adrenérgicos humanos
clonados, hasta practicamente la confluencia en medio F-12 de Ham con FBS al 10% y 500 pg/ml de geneticina. Las
células se enjuagaron con PBS y se desengancharon en dPBS (solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco,
sin CaCl, ni MgCl,) que contenia EDTA 2 mM o solucién de tripsina-EDTA (tripsina al 0,05%/EDTA 0,53 mM). Tras
el recuento de las células en un contador celular Coulter, las células se peletizaron mediante centrifugacion a 1.000
rpm y se resuspendieron en tampon de estimulacion que contenia IBMX (kit de PerkinElmer) precalentado a
temperatura ambiente a una concentracion de entre 1,6x10° y 2,8x10° células/ml. En este ensayo se utilizaron
aproximadamente 60.000 a 80.000 células por cada pocillo. Se diluyeron los compuestos de ensayo (10 mM en
DMSO) en PBS que contenia BSA al 0,1% en Beckman Biomek-2000 y se sometieron a ensayo a 11
concentraciones diferentes comprendidas entre 100 uM y 1 pM. Las reacciones se incubaron durante 10 minutos a
37°C y se detuvieron mediante la adicion de 100 ml de tampdn de deteccion frio que contenia [125|]-AMPC (NEN
SMPO004, PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA). Se calculé la cantidad de AMPc producido (pmoles/pocillo)
basandose en los recuentos observados para las muestras y los estandares de AMPc, tal como se indica en el
manual de usuario del fabricante. Se analizaron los datos de uniéon mediante analisis de regresion no lineal con el
paquete de software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) con la ecuacién sigmoidal. Se
utilizé la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng Y. y Prusoff W.H., Biochemical Pharmacology 22(23):3099-108, 1973)
para calcular los valores de ECs.
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En dicho ensayo, un valor de ECsq inferior indica que un compuesto de ensayo presenta una actividad funcional mas
elevada para el receptor sometido a ensayo. Sometido a ensayo en dicho ensayo, se encontré que el compuesto de
férmula | presentaba un valor de ECsg inferior a 10 nM para el receptor (32 adrenérgico humano.

Procedimiento de ensayo D
Ensayos funcionales de antagonismo para los subtipos de receptor muscarinico
A. Bloqueo de la unién de [3SS]GTPVS mediada por agonista

Se determiné la potencia funC|onaI de un compuesto de ensayo mediante la medicion de la capacidad del
compuesto de bloquear la unién de [ S]GTPVS estimulada por oxotremorina en células CHO-K1 que expresaban el
receptor hMa.

En el momento de la utilizacion, se descongelaron membranas congeladas y después se diluyeron en tampoén d
eensayo con una concentracion diana final de tejido de entre 5 y 10 mg de proteina en cada pocillo. Las membranas
se homogeneizaron brevemente utilizando un disruptor de tejidos Polytron PT-2100 y después se afadieron a las
placas de ensayo.

Se determind en cada experimento el valor de ECgo (concentracion efectiva para alcanzar el 90% de la respuesta
maxima) para la estimulacién de la unién de [ S]GTPVS por parte del agonista oxotremorina.

Para determinar la capacidad de un compuesto de ensayo de inhibir la unién de [358]GTPVS estimulada por
oxotremorina, se afadid lo siguiente a cada pocillo de placas de 96 pocillos: 25 ml de tampén de ensayo con
[**SIGTPYS (0,4 nM), 25 ml de oxotremorina (ECgo) y GDP (3 uM), 25 ml de compuesto de ensayo diluido y 25 ml de
membranas de células CHO que expresan el receptor hM,. A continuacion, las placas de ensayo se incubaron a
37°C durante 60 minutos. Las placas de ensayo se filtraron por filtros GF/B pretratados con BSA al 1% utilizando un
recolector de 96 pocillos PerkinElmer. Las placas se enjuagaron con tampdén de lavado helado durante 3 x 3
segundos y después se secaron al aire o al vacio. Se afiadio liquido de centelleo Microscint-20 (50 ml) a cada pocillo
y se sellé cada placa y se midio la radioactividad en un Topcounter (PerkinElmer). Se analizaron los datos de union
mediante analisis de regresion no lineal con el paquete de software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA) utilizando la ecuacioén de regresion no lineal de competicién por un sitio. Se utilizé la ecuacion de Cheng-
Prusoff para calcular la K, utilizando los valores de ICsp de la curva de concentracidn-respuesta para el compuesto
de ensayo y la concentracién de oxotremorina en el ensayo como la Kp, y [L], la concentracién de ligando,
respectivamente.

En dicho ensayo, un valor de K; inferior indica que un compuesto de ensayo presenta una actividad funcional mas
elevada para el receptor sometido a ensayo. Sometido a ensayo en dicho ensayo, se encontro que el compuesto de
férmula | presentaba un valor de K; inferior a 10 nM para el bloqueo de la unién de [ S]GTPyS estimulado por
oxotremorina en células CHO-K1 que expresan el receptor hMa.

B. Bloqueo de la liberacion de calcio mediada por agonista mediante ensayos FLIPR

Los subtipos de receptor muscarinico (receptores M1, M3 y Ms), que se acoplan a proteinas Gq, activan la ruta de la
fosfolipasa C (PLC) con la union de agonista al receptor. Como resultado, la PLC activada hidrolizael fosfatilinositol
difosfato (PIP2) a diacilglicerol (DAG) y fosfatidil-1,4,5-trifosfato (IP3), que a su vez genera la liberacién de calcio de
las reservas intracelulares, es decir, los reticulos endoplasmatico y sarcoplasmico. El ensayo FLIPR (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA) aprovecha dicho incremento del calcio intracelular mediante la utilizaciéon de un pigmento
sensible al calcio (Fluo-4AM, Molecular Probes, Eugene, OR) que emite fluorescencia al unirse el calcio libre. Este
suceso de fluorescencia se mide en tiempo real mediante el FLIPR, que detecta el cambio de fluorescencia de una
monocapa de células clonada con receptores M1y Mz humanos y Ms de chimpancé. La potencia antagonista puede
determinarse a partir de la capacidad de los antagonistas de inhibir los incrementos mediados por agonista del calcio
intracelular.

Para los ensayos de estimulacion con calcio de FLIPR, las células CHO que expresan establemente los receptores
hM1, hM3 y cMs se sembraron en placas FLIPR de 96 pocillos la noche antes de llevar a cabo el ensayo. Las células
sembradas se lavaron dos veces con Cellwash (MTX Labsystems, Inc.) con tampén de FLIPR (HEPES 10 mM, pH
7,4, cloruro de calcio 2 mM, probenecid 2,5 mM en solucién salina tamponada de Hank (HBSS) sin calcio ni
magnesio) para eliminar el medio de crecimiento y dejando 50 ml/pocillo de tampén de FLIPR. A continuacion, las
células se incubaron con 50 ml/pocillo de FLUO-4AM 4 mM (se prepard una solucion 2X) durante 40 minutos a 37°C,
5% de dioxido de carbono. Tras el periodo de incubacion con pigmento, las células se lavaron dos veces con tampdn
de FLIPR, dejando un volumen final de 50 ml/pocillo.
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Para determinar la potencia antagonista, la estimulacion dependiente de dosis de la liberacién del Ca®" intracelular
por parte de la oxotremorina se determiné en primer lugar de manera que la potencia antagonista puede medirse
posteriormente frente a la estimulacién con oxotremorina a una concentracion de ECgo. Las células en primer lugar
se incubaron con tampén de dilucion de compuesto durante 20 minutos, seguido de la adicién de agonista, que fue
llevada a cabo mediante el FLIPR. Se gener6 un valor de ECg para la oxotremorina siguiendo el método detallado
en la seccion de medicion de FLIPR y de reduccion de datos, posteriormente, conjuntamente con la formula ECr =
((F/100-F)*/H) * ECso. Se prepar6 una concentracion de oxotremorina de 3 x ECF en placas de estimulacion, de
manera que se afadiese una concentracion ECgy de oxotremorina a cada pocillo en las placas de ensayo de
inhibicion antagonista.

Los parametros utilizados para el FLIPR fueron: duracion de la exposicion de 0,4 segundos, potencia del laser de 0,5
vatios, longitud de onda de excitacién de 488 nm y longitud de onda de emisidon de 550 nm. Se determind la linea
base mediante medicion del cambio de fluorescencia durante 10 segundos previamente a la adicién de agonista.
Tras la estimulacién con agonista, el FLIPR midié continuamente el cambio de fluorescencia cada 0,5 a 1 segundo
durante 1,5 minutos para capturar el cambio maximo de fluorescencia.

El cambio de fluorescencia se expresé como fluorescencia maxima menos fluorescencia de linea base para cada
pocillo. Los datos crudos se analizaron frente al logaritmo de la concentracion de farmaco mediante regresion no
linea con GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) utilizando el modelo integrado de respuesta a
dosis sigmoidal. Se determinaron los valores de K; de antagonista con Prims utilizando el valor de ECso de la
oxotremorina como la KD y la ECgy de la oxotremorina para la concentraciéon de ligando segun la ecuacion de
Cheng-Prusoff (Cheng y Prusoff, 1973).

En dicho ensayo, un valor de K; inferior indica que un compuesto de ensayo presenta una actividad funcional mas
elevada para el receptor sometido a ensayo. Sometido a ensayo en dicho ensayo, se encontré que el compuesto de
férmula | presentaba un valor de K; inferior a 10 nM para el bloqueo de la liberacién de calcio mediada por agonista
en células CHO que expresan los receptores hMz, hM3 y cMs.

Procedimiento de ensayo E

Ensayo de placa de flash de AMPc de células completas con una linea celular epitelial pulmonar que expresaba
enddégenamente receptores 32-adrenérgicos humanos

Para la determinacién de las potencias y eficacias (actividades intrinsecas) de agonistas en una linea celular que
expresaba niveles enddgenos del receptor Bz-adrenérgico, se utilizé una linea celular epitelial pulmonar (BEAS-2B)
(ATCC n° CRL-9609, American Type Culture Collection, Manassas, VA) (January B. et al., British Journal of
Pharmacology 123(4):701-11, 1998). Las células se cultivaron hasta el 75-90% de la confluencia en medio completo
sin suero (medio LHC-9 que contenia epinefrina y &cido reinoico, n°® de cat. 181-500, Biosource International,
Camarillo, CA). El dia antes del ensayo, se cambio el medio a LHC8 (sin epinefrina ni acido retinoico, n° de cat. 141-
500, Biosource International, Camarillo, CA).

Se llevaron a cabo ensayos de AMPc en un formato de radioinmunoensayo utilizando el sistema de ensayo de placa
de flash de activacion de adenililciclasa con [125|]-AMPC (NEN SMPO004, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El dia del ensayo, las células se enjuagaron con PBS, se levantaron mediante raspado con EDTA 5 mM en PBS, y
se contaron. Las células se peletizaron mediante centrifugacion a 1.000 rpm y se resuspendieron en tampén de
estimulacién precalentado a 37°C a una concentracion final de 600.000 células/ml. Las células se utilizaron a una
concentracion final de 100.000 a 120.000 células/pocillo en dicho ensayo. Los compuestos de ensayo se diluyeron
en serie en tampon de ensayo (Tris/HCI 75 mM, pH 7,4, a 25°C, MgCl; 12,5 mM, EDTA 1 mM, BSA al 0,2%) en
Beckman Biomek-2000. Los compuestos de ensayo se siguieron en el ensayo a 11 concentraciones diferentes,
comprendidas entre 10 yM y 10 pM. Las reacciones se incubaron durante 10 minutos a 37°C y se detuvieron
mediante la adicién de 100 ml de tampdn de deteccidon helado. Se sellaron las placas, se incubaron durante la noche
a 4°C y se contaron la mafiana siguiente en un contador de centelleo Topcount (Packard BioScience Co., Meriden,
CT). Se calculé la cantidad de AMPc producido por ml de reaccion basandose en los recuentos observados para las
muestras y los estandares de AMPc, tal como se indica en el manual de usuario del fabricante. Se analizaron los
datos de unién mediante analisis de regresion no lineal con el paquete de software GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA) utilizando el modelo de 4 parametros para la respuesta a dosis sigmoidal.

En dicho ensayo, un valor de ECsq inferior indica que un compuesto de ensayo presenta una actividad funcional mas
elevada para el receptor sometido a ensayo. Sometido a ensayo en dicho ensayo, se encontré que el compuesto de
férmula | presentaba un valor de ECsg inferior a 10 nM para el receptor 32 adrenérgico humano.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2400 958 T3

Procedimiento de ensayo F

Duracion de la broncoproteccion en modelos de cobaya de broncoconstriccion inducida por acetilcolian o por
histamina

Dichos ensayos in vivo se utilizaron para evaluar los efectos broncoprotectores de los compuestos de ensayo que
mostraban actividad tanto de antagonista de receptor muscarinico como de agonista de receptor z-adrenérgico.
Para aislar la actividad de antagonista muscarinico en el modelo de broncoconstriccion inducida por acetilcolina, los
animales recibieron la administraciéon de propanolol, un compuesto que bloquea la actividad de receptor 3,
previamente a la administracion de acetilcolina. La duracidon de la broncoproteccion en el modelo de
broncoconstriccion inducida por histamina refleja la actividad de agonista de receptor $2-adrenérgico.

Se identificaron individualmente mediante tarjetas grupos de 6 cobayas macho (Duncan-Hartley (HsdPoc:DH)
Harlan, Madison, WI), los cuales pesaban entre 250 y 350 g. Durante todo el estudio, se permitié que los animales
tuvieran acceso ad libitum a alimentos y agua.

Los compuestos de ensayo fueron administrados por inhalaciéon durante 10 minutos en una camara de dosificacion
de exposicion de cuerpo completo (R&S Molds, San Carlos, CA). Las camaras de dosificacion se dispusieron de
manera que se administrase simultaneamente un aerosol a las 6 camaras individuales desde un distribuidor central.
Los cobayas se expusieron a un aerosol de un compuesto de ensayo o de vehiculo (WFI). Estos aerosoles se
generaron a partir de soluciones acuosas utilizando un juego de nebulizador LC Star (modelo 22F51, PARI
Respiratory Equipment, Inc., Midlothian, VA) controlado por una mezcla de gases (CO2=5%, 02=21% y N2=74%) a
una presion de 22 psi. El flujo de gas por el nebulizador a esta presion operativa era de aproximadamente 3
litros/minuto. Los aerosoles generados resultaron enviados al interior de las camaras por presion positiva. No se
utilizé aire de dilucion durante la administracion de las soluciones aerosolizadas. Durante la nebulizacion de 10
minutos, se nebulizaron aproximadamente 1,8 ml de solucion. Este valor se midié gravimétricamente mediante
comparacioén de los pesos antes y después de la nebulizacion del nebulizador relleno.

Se evaluaron los efectos broncoprotectores de los compuestos de ensayo administrados por inhalacién, utilizando la
pletismografia de cuerpo completo 1,5, 24, 48 y 72 horas después de la dosificacion.

Cuarenta y cinco minutos antes del inicio de la evaluacion pulmonar, se anestesio cada cobaya con una inyeccion
intramuscular de quetamina (43,75 mg/kg), xilazina (3,50 mg/kg) y acepromazina (1,05 mg/kg). Tras afeitar el sitio
quirurgico y limpiarlo con alcohol al 70%, se realizé una incision en la linea media de 2 a 3 cm del aspecto ventral del
cuello. A continuacién, se aislo la vena yugular y se canulé con un catéter de polietileno lleno de solucién salina (PE-
50, Becton Dickinson, Sparks, MD) para permitir las infusiones intravenosas de acetilcolina (Ach) o histamina en la
solucién salina. A continuacion, se disecciond la traquea y se canulé con un tubo de teflén 14G (n° NE-014, Small
Parts, Miami Lakes, FL). En caso necesario, se mantuvo la anestesia mediante inyecciones intramuscularse
adicionales de la mezcla anestésica anteriormente indicada. Se realizé6 un seguimiento de la profundidad de la
anestesia y se ajusté en caso de que el animal respondiese al pinchado de una pata o si su tasa de respiracion era
superior a 100 respiraciones/minuto.

Tras completar las canulaciones, el animal se introdujo en un pletismégrafo (n°® PLY3114, Buxco Electronics, Inc.,
Sharon, CT) y se inserté una canula de presion esofagica (PE-160, Becton Dickinson, Sparks, MD) para medir la
presion de impulsion pulmonar (presion) Se enganch6 el tubo traqueal de teflén a la abertura del pletismégrafo para
permitir que el cobaya respirase el aire de la sala en el exterior de la camara. A continuacién, se sell6 la camara. Se
utilizé una lampara calefactora para mantener la temperatura corporal y se inflaron los pulmones de los cobayas 3
veces con 4 ml de aire utilizando una jeringa de calibracion de 10 ml (serie n°® 5520, Hans Rudolph, Kansas City,
MQO) para garantizar que las vias respiratorias inferiores no se colapsasen y que el animal no sufriese
hiperventilacion.

Tras determinar que los valores de linea base se encontraban dentro del intervalo de 0,3 a 0,9 ml/cm de H20 para la
distensibilidad y dentro del intervalo de 0,1 a 0,199 cm de H,O/ml por segundo para la resistencia, se inicio la
evaluacion pulmonar. Un programa informatico de medicién pulmonar de Buxco permitié la recoleccién y derivacion
de valores pulmonares.

La activacion de este programa inicié el protocolo experimental y la recoleccién de datos. Los cambios de volumen
con el tiempo que se producen dentro del pletismografo con cada respiracion se midieron con un transductor de
presion de Buxco. Mediante la integracion de dicha sefial en el tiempo, se estimé una medida de flujo para cada
respiracion. Esta sefial, conjuntamente con los cambios de presion impulsora pulmonar, que se recogieron utilizando
un transductor de presién Sensym (n° TRD4100), se conectd mediante un preamplificador Buxco (MAX 2270) a una
interfaz de recoleccion de datos (n°® SFT3400 y n° SFT3813). Todos los demas parametros pulmonares se derivaron
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de dichos dos inputs.

Se recogieron los valores de linea base durante 5 minutos, después de lo cual se retaron los cobayas con Ach o con
histamina. Al evaluar los efectos antagonistas muscarinicos, se administré propanolol (5 mg/kg, i.v.) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) 15 minutos antes del reto con Ach. Se infusiond por via intravenosa Ach (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) (0,1 mg/ml) durante 1 minuto desde una bomba de jeringa (sp210iw, World Precision Instruments, Inc.,
Sarasota, FL) a las dosis y tiempos de prescripcion siguientes desde el inicio del experimento: 1,9 mg/minuto a los 5
minutos, 3,8 mg/minuto a los 10 minutos, 7,5 mg/minuto a los 15 minutos, 15,0 mg/minuto a los 20 minutos, 30
mg/minuto a los 25 minutos y 60 mg/minuto a los 30 minutos. Alternativamente, se evalu6 la broncoproteccion de los
compuestos de ensayo en el modelo de reto con acetilcolina sin pretratamiento con un compuesto beta-bloqueante.

Al evaluar los efectos de los agonistas de receptor f2-adrenérgico de los compuestos d eensayo, se infusioné por
via intravenosa histamina (25 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 1 minuto desde una bomba de jeringa a
las dosis y tiempos de prescripcion siguientes desde el inicio del experimento: 0,5 mg/minuto a los 5 minutos, 0,9
mg/minuto a los 10 minutos, 1,9 mg/minuto a los 15 minutos, 3,8 mg/minuto a los 20 minutos, 7,5 mg/minuto a los 25
minutos y 15 mg/minuto a los 30 minutos. Si la resistencia o la distensibilidad no habia vuelto a los valores de linea
base en los 3 minutos siguientes a cada dosis de Ach o histamina, se inflaban los pulmones del cobaya 3 veces con
4 ml de aire desde una jeringa de calibracion de 10 ml. Entre los parametros pulmonares registrados se incluyen la
frecuencia de respiracion (respiraciones/minuto), la distensibilidad (ml/cm de H20) y la resistencia pulmonar (cm de
H>O/ml por segundo). Tras completar las mediciones de la funciéon pulmonar en el minuto 35 de dicho protocolo, se
retiré el cobaya del pletismégrafo y se sacrificd mediante asfixia con diéxido de carbono.

Se evaluaron los datos de dos maneras:

(a) Resistencia pulmonar (R., cm de HO/ml por segundo): se calculdé a partir de la proporcion de "cambio de
presion" a "cambio de flujo". Se registrd la respuesta de R. a Ach (60 mg/min, IH) para los grupos de vehiculo y de
compuesto de ensayo. Se calculo la respuesta media de Ach en los animales tratados con vehiculo, en cada tiempo
de pretratamiento, y se utilizd para calcular el % de inhibicion de la respuesta con Ach, en el tiempo de
pretratamiento correspondiente, a cada dosis de compuesto de ensayo. Se ajustaron las curvas de respuesta a
dosis de inhibicion para 'R.' con una ecuacion logistica de cuatro parametros utilizando GraphPad Prism, version
3.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California) para estimar la |Dsy broncoprotectora (dosis
requerida para inhibir la respuesta broncoconstrictora a Ach (60 mg/min) en el 50%). La ecuacion utilizada fue la
siguiente:

Y = Min + (Max-Min)/(1 + 10 ((cg1D50-3" Pendientsy

en la que X es el logaritmo de la dosis, Y es la respuesta (% de inhibicion del incremento inducido por Ach de Ry). Y
se inicia en Min y se aproxima asintéticamente a Max con una forma sigmoidal.

(b) La cantidad PD,, definida como la cantidad de Ach o histamina necesaria para provocar el doblado de la
resistencia pulmonar de linea base, se calculé utilizando los valores de resistencia pulmonar derivados del flujo y de
la presion en un abanico de retos con Ach o histamina, utilizando la ecuacién siguiente (derivada de la ecuacion
utilizada para calcular los valores de PCy en la clinica (ver Am. Thoracic Soc., 2000):

(log Cz - log C])(ZRO - R1)

PD, = antilog [ log Ci+

R;-Ry
en la que:
C1 = concentracion de Ach o histamina antes de C,
Cs = concentracién de Ach o histamina que resulta en un incremento de por lo menos 2 veces de
la resistencia pulmonar (R.)
Ro = valor de R de linea base
R1 = valor de R, después de C4
R2 = valor de R, después de C,

Se llevé a cabo un analisis estadistico de los datos utilizando una prueba t de Student de dos colas. Se consideré
que un valor de P<0,05 era significativo.

En el andlisis de este ensayo, el compuesto de formula | produjo un efecto broncoprotector dependiente de la dosis
contra la broncoconstriccion inducida por Mch y la broncoconstriccion inducida por His. Ademas, el compuesto de
férmula | presentaba una duracion (PD T42) de actividad broncoprotectora de por lo menos aproximadamente 24
horas en este ensayo.
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REIVINDICACIONES

1. Sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-
5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la
misma.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto se caracteriza por un registro de calorimetria
diferencial de barrido que muestra un flujo maximo de calor endotérmico comprendido en el intervalo de entre 215°C
y 229°C.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto se caracteriza por un registro de calorimetria
diferencial de barrido que muestra un flujo maximo de calor endotérmico comprendido en el intervalo de entre 230°C
y 240°C.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en forma micronizada.

5. Composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un compuesto segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Composiciéon farmacéutica segun la reivindicacion 5, en la que la composicion comprende ademas un agente
antiinflamatorio esteroideo.

7. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, en la que el agente antiinflamatorio esteroideo es S-
fluorometil-éster de acido 6a,9a-difluoro-17a-[(2-furanilcarbonil)oxi]-11B-hidroxi-16a-metil-3-oxoandrosta-1,4-dien-
17B-carbotioico o una sal o un solvato del mismo.

8. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5, en la que la composicién comprende ademas un inhibidor de
fosfodiesterasa-4.

9. Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en la que la composicion se formula
para la administracion por inhalacion.

10. Procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, comprendiendo el procedimiento poner en
contacto 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico con acido 1,2-etanodisulfénico o un hidrato
del mismo.

11. Sal de acido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-Cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico.

12. Procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, comprendiendo el procedimiento:
(a) poner en contacto un compuesto de formula II:

uioo“iug "
.

en la que R' R™ y R'® se seleccionan independientemente de entre alquilo C1.4, fenilo, alquil-C4.4-fenilo o uno
de entre R”‘, R”’y R'es -O-alquilo C4.4 con iones fluoruro, y

(b) poner en contacto el producto de la etapa (b) on acido 1,2-etanodisulfénico o un hidrato del mismo, con el
fin de formar una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de &cido bifenil-2-
ilcarbamico, o un solvato de la misma, en la que las etapas (a) y (b) se llevan a cabo en el mismo recipiente de
reaccion sin aislamiento del producto de la etapa (a).

13. Procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, que presenta un punto de fusién superior a
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230°C, comprendiendo el procedimiento afadir un cristal de nucleacion de una sal cristalina de acido 1,2-
etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-
metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un solvato de la misma, a una solucion
que comprende una sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-Cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-ox0-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o un
solvato de la misma, disuelto en un diluyente inerte, en el que el cristal de nucleacion presenta un punto de fusién
superior a 230°C.

14. Procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, que presenta un punto de fusién superior a
230°C, comprendiendo el procedimiento:
(a) disolver una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-
1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster ~ de  acido  bifenil-2-
ilcarbamico en un diluyente inerte, a una primera temperatura,
(b) enfriar el producto de la etapa (a) hasta una segunda temperatura, y
(c) afiadir un cristal de nucleacion de sal de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etillpiperidin-4-il-éster de  &cido
bifenil-2-ilcarbamico,

en el que el cristal de nucleacién presenta un punto de fusion superior a 230°C; la primera temperatura es una
temperatura suficiente para disolver la sal de acido 1,2-etanodisulfonico y la segunda temperatura es inferior a una
temperatura a la que el cristal de nucleacion se disuelve por completo al afiadirlo al producto de la etapa (b).

15. Sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etillpiperidin-4-il-éster de &cido bifenil-2-ilcarbdmico o un
solvato de la misma, para la utilizacion en terapia o a modo de medicamento.

16. Utilizacion de una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfénico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-
1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil)etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o
de un solvato de la misma, para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de un trastorno
pulmonar.

17. Utilizacidon segun la reivindicacion 16, en la que el trastorno pulmonar es la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica o el asma.

18. Utilizacion de:

(a) una sal cristalina de acido 1,2-etanodisulfonico de 1-[2-(2-cloro-4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-5-metoxifenilcarbamoil )etil]piperidin-4-il-éster de acido bifenil-2-ilcarbamico o
un solvato de la misma, y

(b) un agente antiinflamatorio esteroideo,

en la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de un trastorno pulmonar.
19. Utilizacion segun la reivindicacion 18, en la que el agente antiinflamatorio esteroideo es S-fluorometil-éster de

acido 6a,9a-difluoro-17a-[(2-furanilcarbonil)oxi]-11p3-hidroxi-16a-metil-3-oxoandrosta-1,4-dien-173-carbotioico o un
solvato del mismo.
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