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DESCRIPCION

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

ANTECEDENTES Y TRANSFONDO DE LA INVENCION
Sector de la invencién

La presente invencion, se refiere a nuevos compuestos de diamina 1que tienen actividad antagonista del receptor
muscarinico y agonista del receptor 32-adrenérgico y antagonista del receptor muscarinico. La presente invencion,
se refiere, también, a composiciones farmacéuticas que comprenden tales tipos de compuestos, a procedimientos y
a intermediarios para preparar tales tipos de compuestos. Los compuestos, encuentran utilidad como agentes
broncodilatadores, para tratar trastornos pulmonares.

Estado actual de la técnica

Los trastornos pulmonares, tales como el asma y la enfermedad obstructiva cronica (COPD — [del inglés, [chronic
obstructive pulmonary disease]-), se tratan, usualmente, mediante broncodilatadores. Véase, por ejemplo, Ziedalski
et al., Advances in the Management of Chronic Obstructive Pulmonary Disease, — Avances en el control de la
enfermedad obstructive crénica -, Expert Opin. Pharmacother., (2003) 4(7), 1063-1082; Tashkin et al., The Role of
Long-Acting Bronchodilators in the Management of Stable COPD, - El rol interpretativo de los broncodilatadores que
actian durante un tiempo prologado, en el control de la COPD -, Chest, 2004: 125; 249-259; y Donohue,
Therapeutic Responses in Asthma and COPD: Bronchodilators, - Respuestas terapéuticas en el Asma y en la
COPD: Broncodilatadores -, Chest, 2004: 126; 125-137. Tales tipos de broncodilatadores, se administran, de una
forma tipica, mediante inhalacién, utilizando un dispositivo inhalador que se sostiene manualmente.

Los tipos usualmente utilizados de broncodilatadores usualmente utilizados, de una forma tipica, tienen actividad
antagonista del receptor muscarinico (a saber, agentes anticolinérgicos), o activad agonista del receptor B.-
adrenérgico (adrenorreceptor). Mas recientemente, se ha reportado sobre compuestos que tienen ambas
actividades, la actividad antagonista del receptor muscarinico y la actividad agonista del receptor (3,-adrenérgico
(MABA — del inglés, muscarinic receptor antagonist and 3, adrenergic receptor agonist activities - ). Asi, por ejemplo,
el documento de patente estadounidense US 7,141,671, registrado en fecha 28 de Noviembre del 2006, da a
conocer compuestos de bifenilo, los cuales contienen ambas, actividad antagonista del receptor muscarinico y
agonista del receptor [32- adrenérgico.

Se espera que, los compuestos MABA de actuacion dual (es decir, los compuestos que tengan ambas, actividad
antagonista del receptor muscarinico y actividad agonista del receptor (B;-adrenérgico), sean particularmente de
utilidad para tratar trastornos pulmonares, debido al hecho de que, tales tipos de compuestos, pueden formularse y
administrarse como un agente terapéutico individual, pero, una vez administrados, éstos proporcionan una
broncodilatacion a través de dos modos de accion, distintos, y posiblemente sinergéticos. Adicionalmente, ademas,
los compuestos MABA, tienen el potencial para combinarse con un agente antiiflamatorio, tal como un
corticosteroide inhalado (ICS), para proporcionar una triple terapia, en un inhalador individual, mediante la utilizacién
de Unicamente dos agentes terapéuticos (MABA + ICS).

Asi, de este modo, existe una necesidad, en cuanto al hecho de poder disponer de nuevos compuestos MABA. De
un forma particular, existe una necesidad en cuanto al hecho de disponer de compuestos MABA, que sean
altamente efectivos, como ambos, es decir, como poseyendo una actividad antagonista del receptor muscarinico y
una actividad agonista del receptor >-adrenérgico. Adicionalmente, ademas, los compuestos MABA, los cuales
posean una larga duracién de la accion, es decir, los compuestos que proporcionan una broncodilatacion
significativa, durante un transcurso de tiempo de por lo menos aproximadamente 24 horas, después de la
administracion mediante inhalacion, pueden ser particularmente Utiles, para tratar ciertos trastornos o desérdenes
pulmonares, en donde se desea una administracién de una vez al dia de un agente broncodilatador.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion, se refiere a nuevos compuestos de diamina, los cuales tienen ambas actividades, actividad
antagonista del receptor muscarinico, y actividad agonista del receptor B>-adrenérgico. Tales tipos de compuestos,
producen una broncodilatacion, cuando se administran a un mamifero, mediante inhalaciéon. Se ha encontrado que,
los compuestos de la presente invencidn, poseen una larga duracién de accién, como por ejemplo, para producir una
broncodilatacién, durante por lo menos un transcurso de tiempo de 24 horas, después de la administracion.
Correspondientemente en concordancia, se espera que, los compuestos de la presente invencion, sean de utilidad y
ventajosos como agentes terapéuticos, para tratar trastornos pulmonares.

La invencion, proporciona un compuesto de la formula la
2
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o una sal de éste, farmacéuticamente aceptable.

La férmula la, es un miembro de la clase de los compuestos de la férmula I:

R

en donde,

Y, es un grupo de la formula (a)

(a1 | \ [ )
(AT CHy 7 X——CHz - (a)

e Y, se encuentra unida, en la posicion 3 6 4 del anillo de fenileno, con relacion al grupo —CHz(CRSRG)e;

X, se selecciona entre -C(O)NH- y -NHC(O)-;

Ar1, se selecciona de entre fen-1,3-ileno y fen-1,4-ileno, en donde, el grupo fenileno, se encuentra sustituido o
insustituido con 1 a 3 sustituyentes, seleccionados, de una forma independiente, de entre alquilo C4.3, -O-(alquilo C1.
3), y halo;

cada R1 se selecciona, de una forma independiente, de entre alquilo C+.3, -O-(alquilo C1.3), hidroxilo y halo;

cada R?, se selecciona, de una forma independiente, de entre alquilo C1.3, -O-(alquilo C1.3) y halo;

cada R®, se selecciona, de una forma independiente, de entre alquilo C4.3; 6 dos grupos R®, se encuentran unidos,
para formar alquileno C1.3, alquenileno C1.3, u oxiran-2,3-diilo;

cada R*, se selecciona, de una forma independiente, de entre alquilo C1.s, -O-(alquilo C1.3), y halo;

R se selecmona de entre hidrogeno, metilo y etilo;

R®, se selecciona de entre hidrégeno, metilo y etilo;

Ra se selecciona entre alquilo Cq;

a,es0,1,2,63;

b,es0,1,263;

c,es0,1,2, 3,64;

d,es0,1,2063;

e,es0061;
n,es0061;
p,es0,1,2,3,4,5, 66; con la condicién de que, cuandones0,pes 1,2, 3,4,5,06;
q,es0,1,2,3,4,566;

o una sal de éstos, farmacéuticamente aceptable.

Tal y como se utiliza en la parte que sigue de este documento, la frase “compuesto de la formula I”, significa un
compuesto de la férmula I, 6 una sal de éste, farmacéuticamente aceptable, es decir, esta frase, significa un
compuesto de la férmula I, en una forma de base libre, o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable, a
menos de que se indique de otro modo; y de una forma similar, con “compuesto de la férmula la”.

En otro de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a una composicion farmacéutica que comprende (a) un
compuesto de la férmula la; (b) un portador o soporte, farmacéuticamente aceptable. Ese aspecto de la invencion,
incluye, por ejemplo, composiciones farmacéuticas apropiadas para la administracién mediante inhalacion.

En todavia otro de sus aspectos, la presente invencion, se refiere a una composiciéon que comprende (a), un
compuesto de la férmula la, y (b), un agente antiinflamatorio esteroideo, (como por ejemplo, un corticosteroide). El
término “agente anti-inflamatorio esteroideo”, tal y como se utiliza aqui, en este documento, incluye sales
farmacéuticamente aceptables y / o solvatos, de tales agentes, a menos de que se indique de otra forma. La
presente invencion, se refiere, también, a una composicién farmacéutica, la cual comprende (a) un compuesto de la

3
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férmula la; (b) un agente anti-inflamatorio no esteroideo; y ¢) un portador o soporte, farmacéuticamente aceptable.
Estos aspectos de la invencién, incluyen, por ejemplo, a composiciones apropiadas para la administracion mediante
inhalacion. En una forma particular de presentacion, el agente anti-inflamatorio esteroideo, es un corticosteroide
(como por ejemplo, un glucocorticoide), tal como un propionato de fluticasona, o un solvato de éste, o fluorato de
fluticasona, o solvato de ésta.

La invencion, encuentra utilidad en un procedimiento para tratar un trastorno o desorden pulmonar, el cual
comprende la administracién de un compuesto de férmula |, al paciente. Este incluye, por ejemplo, tratar la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, o asma. Son también de utilidad los procedimientos en los cuales se
administra un agente anti-inflamatorio esteroideo, simultaneamente o secuencialmente con un compuesto de la
férmula |, para tratar un trastorno pulmonar.

La invencién, encuentra también utilidad en un procedimiento para producir broncodilatacién, en un mamifero,
procedimiento éste el cual comprende la administracion de una cantidad que produzca broncodilatacién, de un
compuesto de la formula la, a un mamifero, como por ejemplo, un humano.

La invencion, encuentra también utilidad, en un procedimiento para antagonizar un receptor muscarinico y agonizar
un receptor Bz-adrenérgico, en un sistema biolégico o muestra biolégica, que comprenda un receptor muscarinico y
un receptor Bz-adrenérgico, comprendiendo, el procedimiento, el tratamiento de un sistema biolégico o muestra
bioldgica, con un compuesto de la formula |. pueden utilizarse ambos tipos de procedimientos, los procedimientos in
vivo y los procedimientos in vitro.

La invencién, se refiere, también, a un procedimiento y nuevos intermediarios para proporcionar un compuesto de la
férmula la. En uno de tales tipos de procedimientos, la presente invencion, se refiere a un compuesto de la formula

AMMMC‘A

0 una sal de éste, el cual es un ejemplo especifico de un compuesto de la formula general 3a:

Z)‘E‘*rs

o (R,

. o N/\AJ\N-‘-Y R} R°
w1 GO N
R L
No© "),
(RY); a

o una sal de éste, en donde, R* y RY, se seleccionan, de una forma independiente, de entre alquilo C+.4, fenilo, y -
alquil C1.4-(fenilo); y R?, se selecciona entre alquilo C1.4, fenilo, -alquil C4.4-(fenilo) y —O-(alquilo C1.4).

3a

En todavia otro de sus aspectos del procedimiento, la presente invencién, se refiere a un procedimiento para
preparar un compuesto de la férmula |, comprendiendo, el procedimiento, la desprotecciéon de un compuesto de la
férmula anteriormente proporcionada, arriba, con objeto de proporcionar un compuesto de la férmula la.

Otros aspectos y formas de presentacién de la presente invencion, se describen aqui, en este documento.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los compuestos de la formula la, contienen varios grupos basicos (como por ejemplo, grupos amino), y asi, por lo
tanto, dichos compuestos, pueden existir como base libre, o en varios formas de sales, tales como la forma de sal
mono-protonada, o una sal di-protonada o mezclas de éstas. Todas estas formas, en su totalidad, se encuentran
incluidas en el ambito de la presente invencién, a menos de que se indique de otro modo. La presente invencion,
incluye, también, compuestos marcados (etiquetados) isotropicamente, de la férmula la, es decir, compuestos de la
férmula I, en donde, un atomo, se ha reemplazado o enriquecido con un atomo que tiene el mimo nimero atémico,
pero una masa atomica diferente, con respecto a la masa atémica que predomina en la naturaleza. Los ejemplos de
isétopos que pueden incorporarse en un compuesto de la formula |, incluyen, aunque no de una forma limitada en
cuanto a éstos, a 2H, 3H, 11C, 13C, 14C, BN, 15N, e} 17O, 180, 358, ¢, y 8F. Son de un interés particular, los
compuestos de la férmula la, enriquecidos con tritio 6 con carbono 14, compuestos éstos, los cuales pueden
utilizarse, por ejemplo, en estudios de distribucion de tejidos. Son también de un interés particular, los compuestos
de la férmula la, enriquecidos con deuterio, de una forma especifica, en un sitio de metabolismo, compuestos éstos,
los cuales, segun se espera, tendrian una mayor estabilidad metabdlica. Son también de un interés particular, los
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compuestos de la formula la, enriquecidos con un isétopo que emite un positron, tales como ''C, ®F, "0 y "N,
compuestos éstos, los cuales pueden utilizarse, por ejemplo, en estudios de tomografia de emision de positrones
(PET).

En una forma de presentacioén, el compuesto de la formula la, es una base libre. En otra forma de presentacion, el
compuesto de la formula la, es una sal en forma de mono-sal. En todavia otra forma de presentacion, el compuesto
de la férmula la, es una sal en la forma de di-sal.

Definiciones

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

Los términos en forma singular “un” “una”, “el”, “la”, incluyen, también, sus correspondientes términos en plural, a
menos que, el contexto de uso, especifique claramente un modo distinto.

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

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

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

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

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

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

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

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

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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2417339713

El término “sal farmacéuticamente aceptable”, significa una sal que es aceptable para la administracion a un
paciente, o a un mamifero, tal como un humano (como por ejemplo, sales que tienen una seguridad aceptable en
mamiferos, para un régimen dado de dosificacién). Los ejemplos representativos de sales farmacéuticamente
aceptables, incluyen a las sales del acido ascérbico, del acido benzenosulfénico, del acido benzdico, del
alcanforsulfénico, del acido citrico, del acido etanosulfénico, del acido edisilico, del acido fumarico, del acido
gentisico, del acido glucénico, del acido glutamico, del acido hipurico, del acido bromhidrico, del acido clorhidrico,
del acido isetidnico, del acido lactico, del acido lactobidnico, del acido maléico, del acido malico, del acido mandélico,
del acido metanosulfénico, del acido mucico, del acido naftalenosulfénico, del acido naftaleno-1,5-disulfénico, del
acido naftaleno-2,6-disulfénico, del acido nicotinico, del acido nitrico, del acido orético, del acido pamaico, del acido
pentoténico, del acido fosférico, del acido succinico, del acido sulfurico, del acido tartarico, del acido p-
toluenosulfénico, y del acido xinafoico.

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

El término “sal de éste”, significa un compuesto formado cuando un hidrégeno de un acido, se reemplaza mediante
un catién, tal como un catién de metal, o un catién inorganico, y por el estilo. Asi, por ejemplo, el catién, puede ser
un cation, en forma protonada de un compuesto de la férmula la, es decir, en donde, uno 0 mas grupos amino se
han protonado mediante un acido. De una forma tipica, la sal, es una sal farmacéuticamente aceptable, si bien, no
obstante, este requisito no se requiere para las sales de los compuestos intermedios o intermediarios, los cuales no
estan previstos para la administraciéon a un paciente.

El término “solvato”, significa un complejo o agregado formado por uno o mas moléculas de soluto, es decir, un
compuesto de la formula la, o una sal de éste farmacéuticamente aceptable, y una o mas moléculas de un
disolvente. Tales tipos de solvatos, de una forma tipica, son sélidos cristalinos, que tiene un factor de relacién molar
substancialmente fijo, del soluto con respecto al disolvente. Los ejemplos representativos de disolventes, incluyen, a
titulo de ejemplo, al agua, al metanol, al etanol, al isopropanol, y al acido acético. Cuando el disolvente es agua, el
solvato formado, es un hidrato.

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

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

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

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

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

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

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

Procedimientos Sintéticos generales

Los compuestos de la presente invencion, de la férmula la, pueden prepararse en concordancia con los métodos y
procedimientos generales para los compuestos de la formula general |, mediante la utilizacion de materiales de
partida y reactivos, facilmente obtenibles en el mercado, o que se preparan, de una forma rutinaria. Los
sustituyentes y las variables (como por ejemplo, R R% Y, a, b, etc.) utilizados en los esquemas que se facilitan
abajo, a continuacion, tienen los mismos significados, que los que los definidos en cualquier otro lugar, aqui, en este
documento, a menos de que se indique de otro modo. Adicionalmente, ademas, pueden utilizarse los compuestos
que tienen un atomo acido o basico, o un grupo funcional, o éstos pueden producirse como una sal, a menos de que
se indique de otro modo (en algunos casos, el uso de una sal, en una reaccion particular, requerira la conversiéon de
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la sal a una forma de no sal, como por ejemplo, una base libre, mediante la utilizacion de procedimientos de rutina,
antes de llevar a cabo la reaccién).

El esquema |, ilustra un procedimiento tipico, para preparar compuestos de la férmula | (en donde, R® es hidrogeno)

Esquema |
(R"),
w11 Ji;z i U
b
NT TO
H
(R‘)E g 1 l
o] (RY),
. O fo! Q/\/LLT_"Y
b a8
NJI\O 3 R
H (R), 3
=3 |
Férmula |
en donde,

G1 es —-CHO, 6 —-CH,C(O)R®; y
P!, esun grupo protector de hidroxilo, tal como el tert.-butildimetilsilo.

En este procedimiento, el compuesto 1, se hace reaccionar con aproximadamente 0,95 a aproximadamente 1,5
equivalentes molares de un compuesto 2, en presencia de un agente reductor, para proporcionar el compuesto 3.
Pueden utilizarse, en esta reaccion, cualquier agente reductor apropiado, incluyendo, a titulo de ilustraciéon, un
reactivo de hidruro metalico, tal como el brohidrato sodico, el triacetoxiborhidrato sddico, o el cianoborhidrato sodico,
6 hidrégeno y un catalizador de metal, tal como paladio sobre carbono. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma
tipica, a una temperatura comprendida dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente -20°C hasta
los aproximadamente 30°C (como por ejemplo, desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 5°C), durante
un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 6 horas, o hasta que la
reaccion se haya completado substancialmente. De una forma tipica, esta reaccion, se lleva a cabo en un diluyente,
tal como el diclorometano (DCM) o el dicloroetano. De una forma opcional, el diluyente, puede contener un
disolvente prético, tal como el metanol. Después de haberse completado la reaccion, el producto, de una forma
tipica, se aisla, mediante la utilizacion de procedimientos convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion
o la cromatografia. De una forma alternativa, y en caso deseado, la mezcla de reacciéon que contiene el compuesto
3, puede utilizarse directamente, en la siguiente etapa de la sintesis, sin un aislamiento o purificacién adicional.

Se procede, a continuacion, a desproteger el compuesto 3, para proporcionar un compuesto de la féormula I. Las
condiciones particulares que se utilizan para desproteger el compuesto 3, dependeran del grupo protector empleado.
Asi, por ejemplo, cuando P!, es un grupo protector de sililo, tal como el butildimetilsililo, el tert.-butilidifenilsililo, el
difenilmetilsililo, el di-tert. butllmedllsmlo 0 el butoxidifenilsililo (es decir, un compuesto de la férmula 3a, de la forma
que se define aqui, en este documento), esta reaccién de desproteccion, se lleva a cabo, de una forma tipica,
procediendo a poner en contacto un compuesto de la formula 3, con una fuente del i6n fluoruro. En una forma
particular de presentacion, la fuente del ion fluoruro, es un el trihidrofluoruro de trietilamina. Otras fuentes apropiadas
del i6n fluoruro, incluyen al fluoruro de tetrabutilamonio, al fluoruro de potasio con 18-corona-6, fluoruro de
hidrogeno, o fluorhidrato de piridina. Esta reaccién, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura
comprendida dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente 0°C hasta los aproximadamente 50°C
(como por ejemplo, a una temperatura que vaya desde los aproximadamente 10°C hasta los aproximadamente
25°C), durante un transcurso de tiempo que vaya desde las aproximadamente 24 horas hasta las aproximadamente
72 horas, o hasta que la reaccion se haya completado substancialmente. De una forma tipica, esta reaccion, se lleva
a cabo en un diluyente, tal como el diclorometano (DCM o el dicloroetano. Después de haberse completado la
reaccion, el producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizaciéon de procedimientos convencionales, tales
como la extraccion, la recristalizacion o la cromatografia.

Los compuestos de la formula 1, se preparan, de una forma tipica, procediendo a desproteger el correspondiente
intermediario acetal o cetal. Asi, por ejemplo, cuando G' es —CHO, los compuestos de la formula 1, se preparan, de
una forma tipica, procediendo a desproteger un intermediario de la férmula 4a:
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0 (RY),
2 o Ay
(R%); JIg 1 O pas
N o 3 R®
H R) Ospa

(RY); a 4a

en donde, p2 y P2b, se seleccionan, de una forma independiente, entre alquilo C1, 6 bien, p2a y PZb, se unen,
conjuntamente, para formar alquileno Cz.6, de una forma tipica, alquileno Cy.4.

De una forma similar, cuando G'es —CHZC(O)Rs, los compuestos de la férmula 1, se preparan, de una forma tipica,
procediendo a desproteger un intermediario de la férmula 4b:

(0]
(Rz)n O i /Ci/\/u\Na_Y
N © @
(RY); @ b

en donde, P?y P?, se seleccionan, de una forma independiente, entre alquilo C1.6, 6 bien, P** y P*®, se unen,
conjuntamente, para formar alquileno Cz.6, de una forma tipica, alquileno Cs.4.

La desproteccion de los compuestos 4a 6 4b, se lleva a cabo, tipicamente, procediendo a hacer reaccionar 4a 6 4b,
con un acido acuoso, con objeto de hidrolizar el grupo acetal o cetal, y proporcionar el correspondiente aldehido o
cetona del compuesto 1. Puede emplearse, en esta reaccion, cualquier acido apropiado, incluyendo, a titulo de
ejemplo, el acido clorhidrico, el acido sulfurico, el acido metanosulfénico, o el acido p-toluenosulfénico. La reaccioén
de hidrdlisis, se lleva, a cabo, de una forma tipica, a una temperatura comprendida dentro de unos margenes que
van desde los aproximadamente 0°C hasta los aproximadamente 30°C (como por ejemplo, a una temperatura
comprendida dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente 20°C hasta los aproximadamente
25°C), durante un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 6 horas, o
hasta que la reaccion se haya completado substancialmente. De una forma tipica, esta reaccion, se lleva a cabo en
un diluyente, tal como metanol, etanol, isopropanol, diclorobromometano/etanol 6 acetonitrilo. Después de haberse
completado la reaccion, el producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizacion de procedimientos
convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacién o la cromatografia. De una forma alternativa, y en caso
deseado, la mezcla de reaccion que contiene el compuesto 1, puede utilizarse directamente, en la siguiente etapa de
la sintesis, sin un aislamiento o purificacion adicional.

Los compuestos de la férmula 4a 6 4b, se preparan, de una forma tipica, procediendo a acoplar un compuesto de la

férmula 5:
@]
WL J G e
N o )

R

c

(R); a 2

con un compuesto de la férmula 6a 6 6b:

(R4)d |T':ia IT,:!t:-
3
G:’—GCHz G—CH; . 0.0
q Ompza R R5
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en donde,
G2 es -NH, Y, G3, es -COOH; 6 G2 es -COOH y G® es -NH,.

La reaccion de acoplamiento entre el compuestos 5 y el compuesto 6a 6 6b, para formar el compuesto 4a 6 4b, se
lleva a cabo, de una forma tipica, mediante la utilizacion de un reactivo de acoplamiento acido carboxilico — amina.
En esta reaccion, pueden utilizarse cualesquiera reactivos de acoplamiento acido carboxilico — amina,, incluyendo, a
titulo de ilustracion, hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetillamino)fosfonio (BOP); N,N’-
carbonildiimidazol (CDI); diciclohexilcarbodiimida (DCC); 3-(dietoxifosforiloxi)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona (DEPBT);
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida (EDC HCI); 2-(7-aza-1H- hexafluorofosfato de benzotriazol-
1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU); hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU);
hexafluorofosfato  2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio  (HCTU);  1-hidroxi-7-azabenzotriazol
(HOALt); N-hidroxibenzotriazol (HOBt); hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidinofosfonio (PyBOP);
hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidinofosfonio (PyBrOP); tetrafluoroborato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TATU); tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU);
tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-il)uranio (TDBTU);
tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-1,1,3,3-tetrametiluranio (TSTU); y combinaciones de éstos, tales como EDC y
HOBt.

La reaccion de acoplamiento, se lleva a cabo, de una forma tipica, procediendo a hacer reaccionar desde
aproximadamente 0,95 hasta afroximadamente 1,5 equivalentes molares, del compuesto de amina (5, cuando GZ,
es —NHy; 6 6a 6 6b, cuando, G” es —NHy), con el acido carboxilico (5, cuando Gz, es -COOH; 6 6a 6 6b, cunado G°
es —COOH), en presencia del reactivo de acoplamiento. El reactivo de acoplamiento, se utiliza, de una forma tipica,
en una cantidad correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 1,0 hasta aproximadamente 1,5 equivalentes molares, con relacion al acido carboxilico.
Generalmente, esta reaccion, se lleva a cabo en presencia de una amina impedida, tal como la diisopropiletilamina
(DIEA), la N-metilmorfolina (NMM), la colidina, la 2,3,5,6-tetrametilpiridina (TEMP), la 2,6-di-tert.-butil-4-
dimetilaminopiridina (DBDMAP), y por el estilo, en un diluyente, tal como el diclorometano, el tetrahidrofurano, el 1,4-
dioxano, el acetonitrilo, la dimetilformamida, la dimetilacetamida, la N-metilpirrolidona, o mezclas de éstos. La
reaccion, se lleva, a cabo, de una forma tipica, a una temperatura comprendida dentro de unos margenes que van
desde los aproximadamente -20°C hasta los aproximadamente 50°C (como por ejemplo, a una temperatura
comprendida dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente 20°C hasta los aproximadamente
25°C), durante un transcurso de tiempo que va desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 30 horas, o
hasta que la reaccién se haya completado substancialmente. Después de haberse completado la reaccion, el
producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizaciéon de procedimientos convencionales, tales como la
extraccion, la recristalizacion o la cromatografia.

Los compuestos de la férmula 5, se preparan, de una forma tipica, mediante el acoplamiento de un compuesto de la

formula 7:
o]
(R%) O i Q/\)\OH
b
N)LO 3
H (R :'c
(R"); @ z

con un compuesto de la formula 8a, 8b, u 8c:

O
I S a2 e
Ra

I a
R

8a 8b
—{ ( )
le ]‘ Ar ]n { CH2 ‘ip N02
Ra
8¢

en donde, P4, es un grupo carboxilo-protector (tal como alquilo C1.6, incluyendo a metilo, etilo, n-propilo, y por el
estilo; o bencilo), y P°, es un grupo amino-protector ((tal como BOC, Fmoc, o Cbz). Cuando se utiliza un compuesto
de la féormula 8c, el grupo nitro, se reduce, subsiguientemente, a un grupo amino, utilizando reactivos y
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procedimientos estandar, tales como un metal consistente en zinc, de aluminio o de hierro, y un &cido (tales como el
acido acético, o el acido clorhidrico), o una hidrogenacion catalitica. En esta forma de presentacion, p, de una forma
tipica, es 0.

Los compuestos de la férmula 8a, 8b y 8c, o bien se encuentran comercialmente disponibles en el mercado, o bien
son conocidos en el arte especializado de la técnica, o bien éstos pueden prepararse mediante la utilizacion
variaciones de procedimientos de rutinas, los cuales son conocidos en el arte especializado de la técnica.

Los compuestos representativos de la formula 8a, incluyen, a titulo de ejemplo, al 4-(metilamino)butirato de metilo,
5-(metilamino)pentanoato de metilo, al 3-(metilamino)benzoato de metilo, al 4-(metilamino)benzoato de metilo, al 3-
(metilamino)-4-metilbenzoato de metilo y al [3-(metilamino)fenilo]acetato de metilo.

Los compuestos representativos de la formula 8b, incluyen, a titulo de ejemplo, al éster tert.-butilico del acido (3-
metilaminopropil)carbamico, éster 9H-fluoren-9-il-metilico del acido (3-metilaminopropil)carbamico, éster tert.-butilico
del acido (4-metilaminobutil)carbamico, éster 9H-fluoren-9-ilmetilico del acido (4-metilaminobutil)carbamico, éster
tert.-butilico del &cido (3-metilaminofenil)carbamico, éster 9H-fluoren-9-ilmetilico del acido (3-metilaminofenil)-
carbamico, éster tert.-butilico del acido (4-metilaminofenil)carbamico, éster 9H-fluoren-9-ilmetilico del acido (4-
metilaminofenil)carbamico, éster tert.-butilico del acido (3-metilaminobencil)carbamico, éster 9H-fluoren-9-iimetilico
del acido (3-metilaminobencil)carbamico, éster tert.-butilico del acido (4-metilaminobencil)carbamico, y éster 9H-
fluoren-9-ilmetilico del acido (4-metilaminobencil)carbamico.

Los compuestos representativos de la férmula 8c, incluyen, a titulo de ejemplo, a la N-metil-3-nitroanilina, la N-metil-
4-nitroanilina, la N-etil-3-nitroanilina, y la N-etil-4-nitroanilina.

La reaccion de acoplamiento acido carboxilico — amina, entre el compuesto 7 y el compuesto 8a u 8b, para formar el
compuesto 5, se lleva a cabo, de una forma tipica, mediante la utilizacién de reactivos y condiciones de reaccion
tales como los que se describen aqui, en este documento, para acoplar un acido carboxilico y una amina (como por
ejemplo, el compuesto 5 y el compuesto 6a 6 6b). Después de haberse completado la reaccidn, el producto, de una
forma tipica, se aisla, mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como la extraccién, la
recristalizacion o la cromatografia.

Los compuestos de la formula 7, se preparan, de una forma tipica, procediendo a hacer reaccionar un compuesto de

la formula 9:
b
N (0]
H

R"); @ 9

con aproximadamente 0,95 hasta aproximadamente 1,5 equivalentes molares de acido acrilico. Esta reaccion, se
lleva a cabo, de una forma tipica, en un diluyente, tal como el diclorometano, a una temperatura correspondiente a
un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente 20°C hasta los 70°C (como
por ejemplo, a una temperatura de 50°C), durante un transcurso de tiempo que va desde las aproximadamente 6
horas hasta las aproximadamente 30 horas, o hasta que se haya completado substancialmente la reaccion. Después
de haberse completado la reaccién, el producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizacion de
procedimientos convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacién o la cromatografia.

Los compuestos de la formula 9, son conocidos, en el arte especializado de la técnica, o bien, éstos pueden
prepararse mediante la utilizacion de variaciones de rutina de los procedimientos conocidos en el arte especializado
de la técnica. Asi, por ejemplo, los procedimientos para preparar tales tipos de compuestos, se encuentran a
disposicién en la publicacion de la solicitud de patente estadounidense n® U.S, 2004 /0167167 A1y en el trabajo de
R. Naito et al., Chem. Pharm. Bull., 46(8) 1286-1294 (1998). A titulo de ilustracién, los compuestos de la formula 9,
se preparan, de una forma tipica, procediendo a hacer reaccionar un compuesto de la formula 10:
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con un alcohol de la férmula 11:

HO 3

en donde, P°, es un grupo amino-protector, tal como bencilo, BOC, Fmoc, 6 Chz.

Los ejemplos representativos de la formula 10, incluyen, a titulo de ejemplo, al isocianato de 2-(fenil)fenilo,
isocianato de 2-(fenil)-5-metilfenilo, isocianato de 2-(3-clorofenil)-4,6-difluorofenilo, isocianato de 2-(fenil)-6-
fluorofenilo, isocianato de 2-(fenil)-5-bromofenilo, isocianato de 2-(4-bromofenil)-5-bromofenilo, isocianato de 2-
(fenil)-4-metoxifenilo, isocianato de 2-(4-metoxifenil)fenilo, e isocianato de 2-(fenil)-5-metoxifenilo.

Los compuestos representativos de la formula 11, incluyen, a titulo de ejemplo, a la 4-hidroxi-1-bencilpiperidina,
éster tert.-butilico del acido 4-hidroxipiperidin-1-carboxilico, éster 9H-fluoren-9-ilmetilico del acido 4-hidroxipiperidin-
1-carboxilico, 4-hidroxi-4-metil-1-bencilpiperidina, 2-bencil-2-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ol, 2-bencil-2-azabiciclo[2.2.2]-
octan-5-ol, 8-bencil-8-azabiciclo[3.2.1]oct-6-en-3-ol, 3-bencil-3-azabiciclo[3.2.1]Joctan-8-0l, 8-bencil-8-azabiciclo-
[3.2.1]octan-3-0l, 3-bencil-3-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-o0l, 9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-ol, 8-bencilnortropina, y
8-bencilnorpseudotropina.

Esta reaccion, se lleva a cabo mediante la reaccion de 10, con aproximadamente 0,95 hasta 1,2 equivalentes
molares de 11, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
los aproximadamente 20°C hasta los aproximadamente 100°C (como por ejemplo, a una temperatura comprendida
dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente 60°C hasta los aproximadamente 80°C), durante un
transcurso de tiempo que va desde las aproximadamente 6 horas hasta las aproximadamente 24 horas, o hasta que
se haya completado substancialmente la reaccién. En coso deseado, esta reaccién, puede llevarse a cabo en un
diluyente, tal como el diclorometano o el tolueno. De una forma alternativa, esta reaccion, puede llevarse a cabo en
ausencia de un diluyente. Después de haberse completado la reaccion, el producto, de una forma tipica, se aisla,
mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion o la
cromatografia. De una forma alternativa, la mezcla de reaccién, se utiliza directamente en la siguiente etapa de la
sintesis, sin aislamiento del producto.

Se procede, a continuacion, a retirar el grupo amino-protector, P°, mediante la utilizaciéon de procedimientos
convencionales, con objeto de proporcionar el compuesto 9. Asi, por ejemplo, cuando P° es un grupo bencilo, la
reaccion de desproteccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, mediante la utilizaciéon de hidrégeno o de formiato
amonico, en presencia de un catalizador, tal como un catalizador de paladio. Los ejemplos representativos, incluyen,
a titulo de ilustracion, al paladio sobre carbono, o hidréxido de paladio sobre carbono. Esta reaccién, se lleva a cabo,
de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van
desde los aproximadamente 20°C hasta los aproximadamente 50°C (como por ejemplo, a una temperatura de 40°C),
durante un transcurso de tiempo que va desde las aproximadamente 6 horas hasta las aproximadamente 24 horas,
o hasta que se haya completado substancialmente la reaccién. De una forma tipica, esta reaccion, se lleva a cabo
en un diluyente, tal como el metanol, el etanol 6 el isopropanol. Después de haberse completado la reaccion, el
producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como la
extraccion, la recristalizacion o la cromatografia.

Los compuestos de la férmula 2, son conocidos en el arte especializado de la técnica, o bien éstos prepararse a
partir de materiales de partida y reactivos que se encuentran comercialmente disponibles en el mercado, mediante la
utilizaciéon de procedimientos que son bien conocidos. Asi, por ejemplo, la preparacion de un compuesto de la
formula 2, en donde, P', es tert.-butildimetilsililo, se encuentra descrita en la publicacion de la solicitud de patente
estadounidense US n°® 2006 /0035931, publicada en fecha 16 de Febrero del 2006. Otros grupos protectores que
pueden ser empleado, para P, incluyen, por ejemplo, al dimetilisopropilsililo, dietilisopropilsililo, dimetilhexilsililo,
tert.-butildifenilsililo, y difenilmetilsililo.

Adicionalmente, y en caso deseado, el grupo hidroxi de 2, puede también encontrarse protegido, es decir que, puede
utilizarse un compuesto de la férmula 2a:
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en donde P™ es un grupo hidroxi-protector, tal como un grupo bencilo 6 4-metoxibencilo. Asi, por ejemplo, la
preparacién de un compuesto de la féormula 2a, en donde, P' es tert.-butildimetilsililo y, el grupo hidroxilo, se
encuentra protegido, tal como un grupo 4-metoxibencilo, se encuentra descrita en la publicacion del documento
internacional de patente WO 2008/096129 Cuando se utiliza 2a, los intermediarios tales como 3, 12 y por el estilo,
contendran, tipicamente, el grupo p'a . Subsiguientemente, se procede a retlrar el grupo P'® mediante la utilizacion
de procedimientos y reactivos convenmonales Asi, por ejemplo, cuando P es un grupo bencno la reaccién de
desproteccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, mediante la utilizacion de hidrégeno o de formiato aménico, en
presencia de un catalizador, tal como un catalizador de paladio. Cuando el P'@ es 4-metoxibencilo, este grupo,
puede retirarse bajo condiciones de hidrdlisis acidas, tal como TFA en DCM, al 30%.

De una forma alternativa, los compuestos de la formula 1, se preparan mediante el acoplamiento de un compuesto
de la féormula 5, con un compuesto de la férmula 12:

(RY),

c>—{cH;

en donde, G°, es -COOH (cuando, G2, es -NH.); 6 G, es -NH; (cuando G?, es -COOH).

La reaccién de acoplamiento acido carboxilico — amina, entre el compuesto 5 y el compuesto 12, se lleva a cabo, de
una forma tipica, mediante la utilizacion de reactivos y de condiciones de reaccion, descritas aqui, en este
documento, para el acoplamiento de un acido carboxilico y una amina (como por ejemplo, el compuesto 5 y el
compuesto 6a 6 6b). Después de haberse completado la reaccién, el producto, de una forma tipica, se aisla,
mediante la utilizacién de procedimientos convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion o la
cromatografia. La desproteccion del producto resultante (como por ejemplo, la retirada de =X ), mediante la utilizacion
de reactivos y condiciones estandar, proporciona, entonces, un compuesto de la formula 1.

Los compuestos de la férmula 12, se preparan procediendo a hacer reaccionar un compuesto de la férmula 2, con
un compuesto de la férmula 13a, 6 13b:

R,
sP
5P G CH
G CH; o 21 o
13a H 13

en presencia de un agente reduccion, en donde, G5", se selecciona de entre:

-COOP7, en donde, P7, es un grupo carboxilo-protector, (al como alquilo C1.6, incluyendo a metilo, etilo, y n-propilo; 6
bencilo); y
-NHPS, en donde, Ps, es un grupo amino-protector (tal como BOC, Fmoc, 6 Cbz).

De una forma alternativa, G*", es un grupo nitro 6, G* -(CHz),, es NC-(CHy)q.1-, en donde, el grupo nitro, 6 el grupo
ciano, se reducen, a continuacién, a un grupo amino, mediante la utilizacién de reactivos y procedimientos estandar.

La reaccién del compuesto 2, con el compuesto 13a 6 13b, se lleva a cabo, de una forma tipica, mediante la
utilizacion de reactivos y condiciones de reaccion que se describen aqui, en este documento, para la alquilacion
reductora de una mina, con un aldehido o cetona (como por ejemplo, compuesto 1 y compuesto 2). Después de
haberse completado la reaccién, el producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizaciéon de procedimientos
convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion o la cromatografia.

Los compuestos de la féormula 13a y 13b, se encuentran comercialmente disponibles en el mercado, éstos de
conocen en el mercado, o pueden prepararse mediante la utilizacion de variaciones de rutina de procedimientos que
son conocidos en el arte especializado de la técnica.

Los compuestos representativos de la formula 13a, incluyen, a titulo de ejemplo, a los 3-formilbenzoato de metilo,
4-formilbenzoato de metilo, (3-formilfenil)acetato de metilo, (4-formilfenil)acetato de metilo, 3-(3-formilfenil)propionato
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de metilo, 3-(4-formilfenil)propionato de metilo, éster tert.-butilico del &cido (3-formilfenil)carbamico, éster tert.-butilico
del acido (4-formilfenil)carbamico, éster tert.-butilico del acido (3-formilbencil)carbamico, éster tert.-butilico del acido
(4-formilbencil)carbamico, éster tert.-butilico del acido [2-(3-formilfenil)etillcarbamico, éster tert.-butilico del acido [2-
(4-formilfenil)etillcarbamico.

Los compuestos representativos de la férmula 13b, incluyen, a titulo de ejemplo, al 3-(2-oxoetil)benzoato de metilo,
4-(2-oxoetil)benzoato de metilo, [3-(2-oxoetil)fenillacetato de metilo, [4-(2-oxoetil)fenillacetato de metilo, 3-[3-(2-
oxoetil)fenillpropionato de metilo, 3-[4-(2-oxoetil)fenillpropionato de metilo, 2-(3-tert.-butoxicarbonilamino-
fenil)acetaldehido, 2-(4-tert.-butoxicarbonilaminofenil)-acetaldehido, 2-[3-(tert.-butoxicarbonilaminometil)fenil]-acetal-
dehido, 2-[4-(tert.-butoxicarbonilaminometil)fenillacetaldehido,  2-{3-[2-(tert.-butoxicarbonilamino)-etil]fenil}acetal-
dehido, y 2-{4-[2-(tert.-butoxicarbonilamino)etil]fenil}-acetaldehido.

Los compuestos intermediarios de la féormula 12, pueden también prepararse procediendo a hacer reaccionar un
compuesto de la formula 14:

con un compuesto de la férmula 15:

en donde, L', es un grupo saliente, tal como cloro, bromo, yodo, tosilo, 6 nosilo; y P es un grupo hidroxilo protector,
tal como benC|Io Se procede a continuacion, a desproteger parcialmente el producto resultante (mediante la
retirada de P’, 6 P?, y pY , para proporcionar un compuesto de la férmula 12.

La reaccion del compuesto 14, con un compuesto 15, se conduce, de una forma tipica, procediendo a hacer
reaccionar un compuesto 14, con aproximadamente 0,95 a aproximadamente 1,1 equivalentes molares del
compuesto 15, en presencia de una cantidad en exceso de una base. Los ejemplos representativos, incluyen, por
ejemplo, al bicarbonato sddico, al carbonato sédico, al bicarbonato potasico, al carbonato potasico, y a las
trialquilaminas (tales como la trietilamina o la diisopropiletiienamina). Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma
tipica, a una temperatura correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde los
aproximadamente 20°C hasta los aproximadamente 120°C (como por ejemplo, a una temperatura de 100°C),
durante un transcurso de tiempo que va desde las aproximadamente 2 horas hasta las aproximadamente 24 horas,
0 hasta que se haya completado substancialmente la reaccion. De una forma tipica, la reaccion, se lleva a cabo en
un diluyente, tal como la N-metil-pirrolidona 6 el acetonitrilo. En caso deseado, esa reaccion, puede facilitarse
procediendo a someter la mezcla de reaccion, a radiacién de microondas (por ejemplo, de una potencia de 300
watt). La reaccién, puede también conducirse de forma neta, es decir, en ausencia de disolvente. Adicionalmente,
ademas, y en caso deseado, puede utilizarse un exceso de amina 14, en lugar de otra base. Después de haberse
completado la reaccion, el producto, de una forma tipica, se aisla, mediante la utilizacion de procedimientos
convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion o la cromatografia.

Se procede, a contmuamon a desproteger parcialmente el producto resultante (a saber, se retira (se elimina) P’ 6
=3 y se retira P, en caso deseado), con objeto de proporcionar un compuesto de la formula 12. Las condiciones
partlculares utlllzadas para retirar Ios grupos protectores, dependera de los grupos particulares empleados. Asi, de
este modo, por ejemplo, cunado P’, es alquilo C14, dichos grupos, se eliminan, de una forma tipica, mediante la
hidrélisis de una porcidn éster, con una base, tal como el hidroxido de litio, el hidréxido sddico, o el hidroxido potasio,
en un diluyente, tal como una mezcla de metanol y agua. Esta reaccién, se lleva a cabo, de una forma tipica, a la
temperatura ambiente, durante un transcurso de tiempo comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 30 mmutos hasta aproximadamente 24 horas, o hasta que la reaccion se haya completado
substancialmente. Cuando P?, es un grupo tert.-butoxicarbonilo, este grupo, se retira, de una forma tipica, bajo unas
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condiciones acidas, tales como las consistentes en acido trifluoroacético en DMC, al 20%, a la temperatura
ambiente. Cuando P°, es un grupo bencilo, este grupo, este grupo, se retira (se elimina), rapida y facilmente,
mediante hldrogenoI|S|s De una forma tipica, esta reaccion, se lleva a cabo procediendo a poner en contacto el
compuesto con hidrégeno, en presencia de un catalizador, tal como un catalizador de paladio. Los catalizadores
representativos, incluyen al hidréxido de paladio sobre carbono, o al paladio sobre carbono. De una forma general,
esta reacciéon de desbencilacion, se lleva a cabo en presencia de un acido, tal como el acido acético o el acido
férmico. Esta reaccién, se lleva a cabo, de una forma tipica, a una temperatura correspondiente a un valor
comprendido dentro de unos margenes que van desde los aproximadamente 10°C hasta los aproximadamente 50°C
(como por ejemplo, a una temperatura de 50°C), durante un transcurso de tiempo que va desde las
aproximadamente 6 horas hasta las aproximadamente 24 horas, o hasta que se haya completado substancialmente
la reaccion. Esta reaccion, se lleva a cabo, de una forma tipica, en un diluyente, tal como el metanol o el etanol.
Después de haberse completado la reaccion, el producto, de una forma tipica, puede aislarse, mediante la
utilizacién de procedimientos convencionales, tales como la extraccion, la recristalizacion o la cromatografia, o
utilizarse directamente en la siguiente reaccion.

Los compuestos de la formula 14, son conocidos en el arte especializado de la técnica, o bien éstos pueden
prepararse a partir de materiales de partida y reactivos comercialmente disponibles en el mercado, mediante la
utilizaciéon procedimientos conocidos. Asi, por ejemplo, los compuestos de la formula 14, pueden prepararse
procediendo a hacer reaccionar 13a 6 13b, con una bencilamina, bajo condiciones reductoras de alquilacién y, a
continuacion, eliminar el grupo bencilo, mediante hidrogendlisis, para proporcionar el compuesto de la férmula 14.
Las bencilaminas representativas que pueden ser utilizadas, incluyen a la bencilamina, la (S)-1-feniletilamina, y la
(R)-1-feniletilamina. De una forma particular, las bencilaminas quirales, son de utilidad para preparar intermediarios
de la formula 14, en donde, R® se encuentre presente (a saber, en donde e = 1), y el &tomo de carbono, al cual se
encuentra unido R5 tenga una estereoquimica particular (a saber, R 6 Q).

Adicionalmente, ademas, los compuestos de la formula 14, en donde, R® y R®, de una forma independiente, son
metilo 6 etilo (es decir, no son hidrégeno), son conocidos en el arte especializado de la técnica, o éstos pueden
prepararse mediante la utilizacién de procedimientos de rutina, tal y como se ejemplifica mediante las ensefianzas
de la publicacion de la solicitud de patente estadounidense US 2005 / 0171147 A1, publicada en fecha 4 de Agosto
del 2005; la publicacién de la solicitud de patente estadounidense US 2005 / 0277632 A1, publicada en fecha 15 de
Diciembre del 2005; y en la publicacion del documento de patente internacional WO 2005 / 092861 A1, publicado en
fecha 6 de Octubre del 2005.

Los compuestos de la formula 15, son también conocidos en el arte especializado de la técnica, o bien éstos pueden
prepararse a partir de materiales de partida y reactivos comercialmente disponibles en el mercado mediante Ia
utilizacion procedimientos conomdos Asi, por ejemplo, los compuestos de la formula 15, en donde, L', es bromo; P',
es tert.-butildimetilsililo, y P°, es bencilo, se encuentran descritos en la publicacion de la soI|C|tud de patente
estadounidense US 2006 / 0035931, publicada en fecha 16 de Febrero del 2006.

De una forma alternativa, los compuestos de la férmula 12, se preparan procediendo a hacer reaccionar un
compuesto de la formula 16:

con un compuesto de la formula 17:

en donde, L2, es un grupo saliente, tal como cloro, bromo yodo tosilo, 6 nosilo; y P es un grupo amino-protector,
tal como bencno En esta forma de presentacion, R® y R®, cuando se encuentran presentes, son tipicamente
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hidrégeno. Esta reaccion, se lleva a cabo bajo unas condiciones similares a las descritas anteriormente, arriba, para
la reaccion de 14 y 15. Los compuestos de la férmula 16 6 17, son conocidos en el arte especializado de la técnica,
0 bien éstos pueden prepararse a partir de materiales de partida y reactivos comercialmente disponibles en el
mercado, mediante la utilizaciéon procedimientos conocidos. Asi, por ejemplo, la preparacién de un compuesto de la
féormula 17, en donde, P1, es tert.-butildimetilsililo, Pg, es bencilo, y P1°, es bencilo, se encuentra descrita en la
publicacion de la solicitud de patente estadounidense US 2006/0035931, publicada en fecha 16 de Febrero del 2006.

En caso deseado, una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la formula la, se preparara
procediendo a poner en contacto la forma de base libre del compuesto de la formula la, con un &acido
farmacéuticamente aceptable.

Detalles adicionales referentes a las condiciones especificas de reaccién y otros procedimientos para la preparacion
de compuestos representativos de la presente invencion, o intermediarios de éstos, se describen en los ejemplos
que se proporcionan mas abajo, a continuacion.

Composiciones, Combinaciones y Formulaciones farmacéuticas

Los compuestos de la férmula la, pueden formularse con un portador (soporte) o excipiente, para formar una
composicion o formulacion farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas, contendran, de una forma tipica, una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la férmula la. En algunos casos, no obstante, la
composiciéon farmacéutica, puede contender mas de una cantidad terapéuticamente efectiva, como por ejemplo, una
composicion a granel concentrada; o menos de una cantidad terapéuticamente efectiva, como por ejemplo, dosis
unitarias disefiadas para administraciones multiples, con objeto de lograr una cantidad terapéuticamente efectiva.

De una forma tipica, las composiciones farmacéuticas, contendran una cantidad correspondiente a un rango
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente un 0,01 hasta aproximadamente un 95%,
en peso, de un compuesto de la férmula la, incluyendo, por ejemplo, a una cantidad correspondiente a un rango
comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente un 0,01% hasta aproximadamente un
30%, en peso; o una cantidad correspondiente a un rango comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente un 0,1 hasta aproximadamente un 10%, en peso.

Tales tipos de composiciones farmacéuticas, se preparan, de una forma tipica, mediante la utilizacién de portadores
0 soportes y excipientes convencionales. La eleccion de un portador o soporte, o excipiente particular, o
combinaciones de los portadores o soportes, o los excipientes, dependera de varios factores, tales como la forma o
modo de administracién para la composiciéon, o la condicién médica, o estado de la enfermedad que se esté
tratando. Muchos portadores o soportes y excipientes para preparar las composiciones farmacéuticas, se
encuentran comercialmente disponibles en el mercado. Asi, por ejemplo, tales materiales, pueden comprarse en el
mercado, de procedencia de la firma Sigma (St. Louis, MO).Los procedimientos y materiales para preparar las
composiciones farmacéuticas apropiadas para una forma particular de administracién, se encuentran descritas, en el
arte especializado de la técnica farmacéutica, incluyendo, por ejemplo, a Remington: The Science y Practice de
Pharmacy, 20th Edition, - La ciencia y la practica de la farmacia, 20° Edicién -, Lippincott Wiliams & White,
Baltimore, Maryland (2000); y a H. C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms y Drug Delivery Systems, 7th
Edition, - Formas de dosificacion farmacéuticas y sistemas de suministro de farmacos, 72 Ediciéon -, Lippincott
Williams & White, Baltimore, Maryland (1999).

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

La composicion farmacéutica de la presente invencién, se preparan, de una forma tipica, procediendo a mezclar o
batir a fondo e intimamente, un compuesto de la férmula la, con un portador o soporte farmacéuticamente aceptable
y uno o mas ingredientes opcionales. En caso necesario o en el caso en el que se desee, la mezcla resultante,
uniformemente mezclada o batida, puede conformarse, a continuacidon, o bien cargarse en tabletas, capsulas,
pildoras, recipientes (latas), cartuchos o dispensadores, utilizando procedimientos y equipos convencionales.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2417339713

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

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

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

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

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

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

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

En todavia otra forma particular de presentacion de la presente invencion, la composicién farmacéutica que
comprende el agente terapéutico, se administra mediante inhalaciéon, utilizando un inhalador de dosis dosificada.
Tales tipos de inhaladores de dosis dosificadas, descargan, tipicamente, una cantidad medida del agente
terapéutico, mediante la utilizacién de un gas propelente, comprimido. Correspondientemente en concordancia, las
composiciones farmacéuticas administradas mediante la utilizacion de un inhalador de dosis dosificadas,
comprenden, de una forma tipica, una solucién o suspension del agente terapéutico, en un propelente licuado.
Puede emplearse cualquier propelente licuado, incluyendo a los hidrofluoroalcanos (HFAs), tales como el 1,1,1,2-

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2417339713

tetrafluoroetano (HFA 134a) y el 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano, (HFA 227); y a los clorofluorocarbonos, tales
como el CCIsF. En una forma particular de presentacion, el propelente, consiste en hidrofluoroalcanos. En algunas
forma de presentacion, la formulaciéon de hidrofluoroalcano, contiene un co-disolvente, tal como el etanol o el
pentano, y / o un los tensioactivo, tal como el triolato de sorbitan, el acido oléico, la lecitina, y la glicerina.

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

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

Los dispositivos inhaladores de dosis dosificadas apropiados para la administracion de agentes terapéuticos
mediante inhalaciéon, se encuentran descritos en el arte especializado de la técnica, o bien, tales tipos de
dispositivos, se encuentran comercialmente disponibles en el mercado. Asi, por ejemplo, los dispositivos o productos
inhaladores de dosis dosificadas, representativos, incluyen a los siguientes: AeroBid Inhaler System (Forest
Pharmaceuticals); Atrovent Inhalation Aerosol (Boehringer Ingelheim); Flovent (GlaxoSmithKline); Maxair Inhaler
(3M); Proventil Inhaler (Schering); y Serevent Inhalation Aerosol (GlaxoSmithKline).

En otra forma de presentacion, la composicion farmacéutica de la presente invencion, es apropiada para la
administracion oral. Las composiciéon farmacéutica apropiada para la administracion oral, puede ser en forma de
capsulas, de tabletas, de pildoras, de pastillas, de comprimidos, de grageas, de materias en polvo, de granulos
(granulados); o en forma de una solucidén o suspension, en un liquido acuoso o no acuoso; o en forma de una
emulsién del tipo aceite en agua o del tipo agua en aceite; o en forma de un elixir o un jarabe; conteniendo, cada uno
de ellas, una cantidad predeterminada de un ingrediente activo.

Cuando la composicion farmacéutica de la presente invencion esta prevista para la administracién oral, en una forma
de dosificacidn soélida (a saber, como capsulas, tabletas, pildoras, y por el estilo), ésta, comprendera, de una forma
tipica, el compuesto de la formula la de la presente invencidén, y uno o mas portadores o soportes
farmacéuticamente aceptables, tales como el citrato sédico o el fosfato dicalcico. Opcionalmente, o de una forma
alternativa, tales tipos de formas de dosificacion sélida, pueden también comprender: (1) cargas o extensores, tales
como los almidones, la celulosa microcristalina, la lactosa, la sacarosa, la glucosa, el manitol, y o / el acido silicico;
(2) ligantes, tales como la carboximetilcelulosa, los alginatos, la gelatina, la polivinilpirrolidona, la sacarosa y / o la
acacia; (3) humectantes, tales como la glicerina; (4) agentes desintegrantes, tales como el agar — agar, el carbonato
calcico, el almidén de patata o de tapioca, el acido alginico, ciertos silicatos, y / o el carbonato sédico; (5) agentes
retardantes de la solucién, tales como la parafina; (6) acelerantes de la absorcion, tales como los compuestos de
amonio cuaternario; (7) agentes hidratantes, tales como el cetilalcohol y / o el monoestearato de glicerol; (8)
absorbentes, tales como el caolin y / o la arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como el talco, el estearato calcico,
el estearato magnésico, los polietilenglicoles sélidos, el lauril-sulfato sddico, y / o mezclas de entre éstos; (10)
agentes colorantes; y (11) agentes tamponizantes.

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

En caso deseado, la composicion farmacéutica de la presente invenciéon, puede también formularse para

proporcionar una liberacion lenta o controlada del agente activo, utilizando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa,
en proporciones variables, u otras matrices de polimeros, liposomas y / o microesferas.
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Adicionalmente, ademas, la composicidon farmacéutica de la presente invencion, puede contener, de una forma
opcional, un agente opacificante, y ésta puede formularse de tal forma que, ésta, libere el ingrediente activo,
primariamente, en una determinada porcién del tracto gastrointestinal, o de una forma retardada. Los ejemplos de
composiciones integradas, las cuales pueden utilizarse, incluyen a las substancias poliméricas y a las ceras. El
ingrediente activo, o una composicion farmacéutica que contiene los ingredientes activos, puede también ser en una
forma micro-encapsulada.

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

Cuando la composicién farmacéutica de la presente invencioén, esta previstas para la administracion oral, ésta puede
entonces envasarse en una forma de dosificacion unitaria. El término “forma de dosificacion unitaria”, se refiere a
una unidad fisicamente discreta, apropiada para dosificar, a un paciente, a saber, conteniendo, cada unidad, una
cantidad predeterminada de agente activo, calculada para producir el efecto terapéutico deseado, bien ya sea sola, o
en combinacioén con uno o mas unidades adicionales. Asi, por ejemplo, tales tipos de de formas de dosificacion
unitaria, pueden ser un capsula, una tableta, o una pildora.

Los compuestos de la féormula la, pueden también administrarse transdermalmente, utilizando sistemas de
suministro y excipientes de suministro transdermal, los cuales son conocidos. Asi, por ejemplo, el compuesto, puede
mezclarse con mejorantes de permeacion, tales como los consistentes en propilenglicol, monolaurato de
polietilenglicol, 6 azacicloalcan-2-onas, e incorporarse en un parche, o un sistema similar de suministro. Pueden
utilizarse excipientes adicionales, tales como los consistentes en agentes gelificantes, emulsionantes y tampones, en
tales tipos de composiciones transdérmicas, en caso deseado.

Adicionalmente, ademas, un compuesto de la férmula la, puede también administrarse parenteralmente, como por
ejemplo, subcutaneamente, intravenosamente, intramuscularmente, o intraperitonealmente. Para la administracion
parenteral, un compuesto de la férmula la, de una forma tipica, se disuelve en un portador o soporte apropiado para
la administracion parenteral, tal como una solucidon acuosa estéril, una solucion salina, un aceite vegetal y por el
estilo. A titulo de ilustracién, una composicion intravenosa, comprende, de una forma tipica, una solucién acuosa,
estéril, de un compuesto de la férmula la, en donde, la solucién, tiene un pH correspondiente a un valor que va
desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 7.

En caso deseado, un compuesto de la formula la, puede administrarse en combinacién con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales, distintos. En este aspecto de la invencién, un compuesto de la férmula la, o bien se mezcla
fisicamente con el otro agente terapéutico, para formar una composicion que contiene ambos agentes; o bien, cada
agente, se encuentra presente en composiciones separadas y distintas, las cuales se administran, al paciente,
simultaneamente o secuencialmente.

Asi, por ejemplo, un compuesto de la féormula la, puede combinarse con un segundo agente terapéutico, utilizando
procedimientos y equipos convencionales, para formar una composicion que comprende un compuesto de la formula
la y un segundo agente terapéutico. Adicionalmente, ademas, los agentes terapéuticos, pueden combinarse con un
portador o soporte, farmacéuticamente aceptable, para formar una composicién farmacéuticamente aceptable, que
comprende un compuesto de la férmula la, un segundo agente terapéutico, y un portador o soporte
farmacéuticamente aceptable. En esta forma de presentacién, los componentes de la composiciéon, de una forma
tipica, se mezclan o se baten, para crear una mezcla fisica. La mezcla fisica, se administra, a continuacién, en una
cantidad terapéuticamente efectiva, utilizando cualesquiera rutas o vias de administracién que se han descrito aqui,
en este documento.

De una forma alternativa, los agentes terapéuticos, pueden permanecer separados y distintos, antes de la
administracion al paciente. En esta forma de presentacion, los agentes, no se mezclan fisicamente, conjuntamente,
antes de la administracion, sino que, éstos, se administran simultaneamente, o en tiempos separados, como
composiciones separadas. Asi, por ejemplo, un compuesto de la férmula la, puede administrarse simultaneamente o
puede administrarse secuencialmente, con otro agente terapéutico, mediante la utilizacion de un dispositivo de
inhalacién, el cual emplea compartimientos separados (como por ejemplo, envases de ampollas (tiras de ampollas
envasadoras)), para cada agente terapéutico. De una forma alternativa, la combinacién, puede administrarse
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mediante la utilizacién de dispositivos de suministro separados, es decir, mediante un dispositivo de suministro, para
cada agente terapéutico. De una forma alternativa, los agentes terapéuticos, pueden administrarse mediante la
misma ruta de administracion, o mediante diferentes rutas de administracion; es decir, uno de ellos mediante
inhalacién vy, el otro, mediante administracion oral.

Puede utilizarse cualquier agente terapéutico compatible con los compuestos de la formula la, en combinacién con
tales tipos de compuestos. En una forma particular de presentacion, el segundo agente terapéutico, es un agente
que se administra, de una forma efectiva, mediante inhalacién. A titulo de ilustracion, los tipos de agentes
terapéuticos representativos que pueden utilizarse con los compuestos de la presente invencion, incluyen, aunque
no de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los agentes antiinflamatorios, tales como los agentes
antiinflamatorios esteroideos (incluyendo a los corticosteroides y a los glucocorticoides), agentes antiinflamatorios
no esteroideos (NSAIDs — [del inglés, esferoidal anti-inflamatory agents]-), y los inhibidores de la PDE4; los
broncodilatadores, tales como los inhibidores de la PDEs3, los moduladores de la adenosina 2b y los agonistas del
receptor B2 adrenérgio; los agentes anti-infectivos, tales como los antibiéticos Gram-positivos, los antibiéticos Gram-
negativos, y los agentes anti-viricos; las antihistaminas; los inhibidores de proteasa, los bloqueantes aferentes, tales
como los agonistas D, y los moduladores de neuroquinina; y los antagonistas del receptor muscarinico (agentes
anticolinérgicos). En el arte especializado de la técnica, se conocen numerosos ejemplos de tales tipos de agentes
terapéuticos. Las dosis apropiadas de los otros agentes terapéuticos administrados en combinaciéon con un
compuesto de la presente invencion, de una forma tipica, son las correspondientes a un valor comprendido dentro
de unos margenes que van desde aproximadamente 0,05 ug/dia hasta aproximadamente 500 mg/dia.

En una forma particular de presentacion de la presente invencion, se administra un compuesto de la férmula la, en
combinacién con un agente antiinflamatorio esteroideo. Los agentes representativos de agentes antiinflamatorios
esteroideos que pueden utilizarse en combinacion con los compuestos de la presente invencion, incluyen, pero no
de una forma limitativa en cuanto a éstos, a los siguientes: dipropionato de beclometasona; budesonida; propionato
de butixocort; 20R-16a,17 a-[butilidenebis(oxi)]-6 a ,9 a -difluoro-11pB-hidroxi-17 B-(metiltio)androsta-4-en-3-ona
(RPR-106541); ciclesonida; dexametasona; S-fluorometil-éster del acido 6a,9 a-difluoro-17 a -[(2-furanilcarbonil)oxi]-
11B-hidroxi-16 a -metil-3-oxoandrosta-1,4-dieno-17 B -carbotidico; S-fluorometil-éster del acido 6 a,9 a-difluoro-11p-
hidroxi-16a-metil-17a-[(4-metil-1,3-tiazol-5-carbonil)oxi]-3-oxoandrosta-1,4-dieno-17f—carbotidico; (S)-(2-oxotetra-
hidrofuran-3S-il)éster del acido 6a,9a -difluoro-11  -hidroxi-16 a -metil-3-oxo-17 a -propioniloxiandrosta-1,4-dieno-
173 —carbotidico; flunisolida; furoato de fluticasona, propionato de fluticasona; metilprednisolona; furoato de
mometasona; prednisolona; prednisona; rofleponida; ST-126; triamcinolonacetonida; o sales o solvatos de éstos,
farmacéuticamente aceptables. Tales tipos de agentes antiinflamatorios, se encuentran comercialmente disponibles
en el mercado, o éstos pueden prepararse mediante la utilizacion de procedimientos y reactivos convencionales. Asi,
por ejemplo, la preparacion y el uso de agentes antiinflamatorios esteroideos, se encuentra descrita en los
documentos de patente estadounidenses US No. 6.750.210 B2, registrada en fecha 5 de Junio del 2004; US No.
6.759.398 B2, registrada en fecha 6 de Julio del 2004; U.S. No. 6.858.596 B2, registrada en fecha 22 de Febrero del
2005; U.S. No 7.101.866, registrada en fecha 5 de Septiembre del 2006; y en las referencias que se citan en dichos
documentos.

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

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

A. Composicion en forma de materia en polvo, seca

Se procede a mezclar un compuesto micronizado de la férmula la (100 mg), con lactosa molida (25 g) (como por
ejemplo, lactosa, en la cual, un porcentaje de particulas, no mayor de un 85%, tiene un MMD correspondiente a un
tamafo comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 60 pym hasta aproximadamente 90
um, y un porcentaje de particulas no menor de un 15%, tiene un MMD correspondiente a un valor de menos de 15
um). Esta mezcla batida (mezclada), se carga, a continuacion, en ampollas envasadoras individuales, de una tira de
empollas envasadoras, pelable, en una cantidad suficiente como para proporcionar una cantidad de compuesto de la
férmula la, 5por dosis, correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde
aproximadamente 10 ug hasta aproximadamente 500 pg. Los contenidos de las ampollas envasadoras, se
administran mediante la utilizacién de un inhalador de materias en polvo, secas.

B. Composicién en forma de materia en polvo, seca

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

C. Composicién en forma de materia en polvo, seca

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

D. Composicion para inhalador de dosis dosificadas

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

E. Composicién nebulizadora

Se procede a disolver un compuesto de la formula la (25 mg) en una solucién salina isoténica (125 ml), tamponada
con citrato (pH 5). La mezcla, se agita, y ésta se sonifica (es decir, se trata con ultrasonidos), hasta que se haya
disuelto el compuesto. Se procede a comprobar el valor pH de la solucién y, en caso necesario, éste se ajusta a un
valor de pH 5, mediante una lenta adiciéon de hidréxido sédico acuoso, 1N. La solucion, se administra mediante la
utilizaciéon de un dispositivo nebulizador, el cual proporciona una cantidad de producto de la férmula la, por dosis,
correspondiente a un valor comprendido dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10 ug hasta
aproximadamente 500 ug.

F. Capsulas de gelatina dura

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

G. Composicion inyectable:

Se procede a mezclar un compuesto de la férmula la (0,2 g) con una solucién tampoén 0,4 M de acetato sédico (2,0
ml). El valor pH de la solucién resultante, se ajusta a un valor pH 4, utilizando acido clorhidrico acuoso 0,5 N, 6
hidréxido sodico acuoso 0,5 N, en la cantidad que sea necesaria y, a continuacion, se afiade una cantidad de agua
suficiente, para la inyeccion, para proporcionar un volumen total de 20 ml. La mezcla, se filtra, a través de un filtro
estéril (0,22 micrémetros), para proporcionar una solucion estéril, apropiada para la administracion mediante
inyeccion

Utilidad

Los compuestos de la férmula la, poseen ambas actividades, actividad antagonista del receptor muscarinico y
actividad agonista del receptor B,-adrenérgico, asi, por lo tanto, se espera que, tales tipos de compuestos, sean de
utilidad como agentes terapéuticos para tratar las condiciones médicas mediatizadas por receptores muscarinicos y /
0 recetores B.-adrenérgicos, es decir, condiciones médicas que se mejoran mediante el tratamiento con un
antagonista del receptor muscarinico o con un agonista del receptor (.-adrenérgico. Tales tipos de condiciones
médicas, se conocen bien, por parte de aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica, tal y como
se encuentra bien ejemplificado por parte de las ensefianzas de Eglen et al., en Muscarinic Receptor Subtypes:
Pharmacology and Therapuetic Potential, - Subtipos de Receptores Muscarinicos: Farmacologia y Potencial
Terapéutico, - DN&P 10(8), 462-469 (1997); por parte de las ensefiazas de Emilien et al., en Current Therapeutic
Uses and Potential of beta-Adrenoceptor Agonists and Antagonists, - Usos Potenciales y Terapéuticos de los
Agonistas y Antagonistas de Beta-adrenoreceptores -, European J. Clinical Pharm., 53(6), 389-404 (1998); y en las
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referencias citadas en dichos trabajos. Tales tipos de condiciones médicas, incluyen, a titulo de ejemplo, a los
trastornos o enfermedades pulmonares asociadas con la obstruccion reversible de las vias respiratorias, tales como
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (como, por ejemplo, la bronquitis sibilante o ruidosa y el enfisema), el
asma, la fibrosis pulmonar, y el sindrome de distrés respiratorio agudo / sindrome de dificultad de respiratoria aguda
(ARDS), la obstrucciéon respiratoria crénica, la hiperactividad bronquial, la rinitis alérgica, la pneumoconiosis, (tal
como la aluminosis, la antracosis, la asbestosis, la calicosis, la ptilosis, la siderosis, la silicosis, la tabacosis y la
bisinosis), y otros trastornos o desdrdenes de origen desconocido, los cuales se benefician de la broncodilatacion
inducida mediante agentes terapéuticos. Adicionalmente, ademas, otras condiciones o trastornos a ser tratados, por
lo menos en parte, con un antagonista del receptor muscarinico, 6 un agonista del receptor B2-adrenérgico, incluyen
a la fatiga prematura, la depresion, el fallo cardiaco congestivo, las enfermedades de la piel (como por ejemplo, las
enfermedades psoriaticas y proliferativas de la piel), las condiciones en donde se desea disminuir la acidez péptica
(como por ejemplo, la ulceracion péptica y gastrica), y la enfermedad de la pérdida muscular.

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

La presente invencion, encuentra también utilidad en un procedimiento para tratar la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, comprendiendo, el procedimiento, la administracion, a un paciente, de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula la. De una forma general, la dosis para tratar la COPD 6 el
asma, sera la correspondiente a una tasa comprendida dentro de unos margenes que van desde aproximadamente
10 g/dia hasta aproximadamente 1500 ug/dia. El término “COPD” (Enfermedad pulmonar obstructiva cronica, del
inglés, Chronic Obstructive Pulmonary Disease) se entiende, por parte de aquéllas personas expertas en el arte
especializado de la técnica, como incluyendo una variedad de condiciones respiratorias, incluyendo a la bronquitis
obstructiva crénica y al enfisema, tal y como se ejemplifica mediante las ensefianzas de Barnes, en Chronic
Obstructive Pulmonary Disease, - Enfermedad pulmonar obstructiva cronica -, N. Engl. J. Med., 2000: 343:269-78, y
en las referencias citadas en dicho trabajo.

Cuando se administran mediante inhalacion, los compuestos de la formula la de la presente invencion, tienen, de
una forma tipica, el efecto de producir una broncodilatacion. Correspondientemente en concordancia, la presente
invencién, encuentra adicionalmente utilidad, en un procedimiento para producir broncodilatacién en un mamifero,
comprendiendo, el procedimiento, la administracion, a un mamifero, de una cantidad del compuesto de la férmula la,
la cual produzca broncodilataciéon. De una forma general, la dosis para el tratamiento de un trastorno pulmonar, sera
la correspondiente a una tasa comprendida dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 10 pg/dia
hasta aproximadamente 1500 ug/dia.

Cuando se utiliza como un agente terapéutico, los compuestos de la presente invencion, se administran, de una
forma opcional, en combinacion con otro u otros agentes terapéuticos. De una forma particular, mediante la
administracion de los compuestos de la féormula la de la presente invencidon con un agente anti-inflamatorio
esteroideo, se espera una triple terapia, a saber, actividad antagonista del receptor muscarinico, actividad agonista
del receptor B.-adrenérgico, y actividad antiinflamatoria, mediante la utilizacion de uUnicamente dos agentes
terapéuticos. Puesto que, las composiciones (y combinaciones) farmacéuticas que contienen dos agentes
terapéuticos son tipicamente mas faciles de formular y / o administrar, en comparacién con las composiciones que
contienen tres agentes terapéuticos, tales tipos de composiciones de dos componentes, proporcionan una
significante ventaja, con respecto a las composiciones que contienen tres agentes terapéuticos.
Correspondientemente en concordancia, en formas particulares de presentaciéon, las composiciones y
combinaciones farmacéuticas y los procedimientos de la presente invencion, comprenden, de una forma adicional,
un agente antiinflamatorio esteroideo.

Puesto que, los compuestos de la férmula la de la presente invencién, poseen ambas actividades, actividad
antagonista del receptor muscarinico, y actividad agonista del receptor 3z-adrenérgico, tales tipos de compuestos,
son también de utilidad como herramientas de investigacion, para investigar sistemas biolégicos de muestras que
tengan receptores muscarinicos o receptores 32-adrenérgicos. Adicionalmente, ademas, tales tipos de compuestos,
son de utilidad para el rastreo de ensayos, para descubrir, por ejemplo, nuevos compuestos que tengan ambas,
actividad antagonista del receptor muscarinico y actividad agonista del receptor (.-adrenérgico. Los sistemas o
muestras bioldgicas, empleados, pueden comprender receptores muscarinicos & receptores [(z-adrenérgicos, o
ambos. En dichos estudios, pueden emplearse cualesquiera sistemas bioldégicos o muestra biolégica que tengan
receptores muscarinicos y/o receptores >-adrenérgicos, estudios éstos, los cuales pueden realizarse in vitro o in
vivo. Los sistemas o muestras biolégicas apropiadas para tales tipos de estudios, incluyen, aunque no de una forma
limitativa en cuanto a éstos, a células, extractos celulares, membranas de plasma, muestras de tejidos, mamiferos
(tales como ratones, ratas, conejillos de indias, conejos, perros, cerdos, etc.).
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Cuando se utiliza como herramienta de investigacion, un sistema o muestra bioldgica, que comprende un receptor
muscarinico y / o un receptor B2-adrenérgico, de una forma tipica, se pone en contacto con una cantidad antagonista
del receptor muscarinico o agonista del receptor B2-adrenérgico de un compuesto de la férmula I. Los efectos en el
sistema biolégico o muestra bioldgica, provocados por el compuesto, se determinan o se miden, entonces, mediante
la utilizacion de procedimientos o equipos convencionales, tales como mediante la medicion, en ensayos de union
de radioligandos, o cambios mediatizados mediante ligandos, en un ensayo funcional o mediante la determinacion
de la cantidad de broncoproteccion proporcionada por el compuesto en un ensayo de broncoproteccion, en un
mamifero. Los ensayos funcionales representativos, incluyen a los cambios mediatizados mediante ligandos, en
monofosfato de adenosina ciclico intracelular (CAMP); los cambios mediatizados mediante ligandos, en la actividad
de la enzima adenilil ciclasa (la cual sintetiza a la cAMP); los cambios mediatizados mediante ligandos, en la
incorporacion del 5-O)-(tio)fosfato de guanosina ([*>S])GTP S), en membranas aisladas, via intercambio catalizado
del receptor del [358])GTP S para GDP; cambios mediatizado mediante ligandos, en los iones de calcio
intracelulares, libres (medidos, por ejemplo, via un lector de placa de imagenes, ligado a fluorescencia, o un
dispositivo lector de imagenes por fluorescencia del tipo FLIPR®, de la firma Molecular Devices, Inc.), y por el estilo.
Se espera que, los compuestos de la formula la, antagonicen o hagan disminuir la activacién del receptor
muscarinico, o agonicen o provoquen la activacion del receptor Bz-adrenérgico y, en los ensayos funcionales dados
aqui a conocer, en este documento, o en ensayos de una naturaleza similar. Los compuestos de la féormula la, se
utilizaran, de una forma tipica, en estos estudios, en una concentraciéon correspondiente a un valor comprendido
dentro de unos margenes que van desde aproximadamente 0,1 nanomolar hasta aproximadamente 100 nanomolar.

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

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

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos, se proporcionan para ilustrar varias formas especificas de presentacion y aspectos de la
presente invencion, y no pretenden limitar el aspecto de la presente invencién, en modo alguno, a menos de que ello
se indique de una forma especifica.

Todos los reactivos, materiales de partida y disolventes utilizados en los ejemplos que se facilitan a continuacién, se
compraron de procedencia de proveedores comerciales (tales como las firmas Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, WI), y éstos se utilizaron sin ninguna purificacion adicional, a menos de que se indique de otro modo.

Los espectros de "H NMR, se registraron en un espectrometro Varian AS400 de 400 MHz, a menos de que se
indique de otro modo. Los cambios quimicos, se reportan como valores 8, en ppm, con relacién al tetrametilsilano
(TMS), como un patrén estandar interno. Las constantes de acoplamiento (valores J), se proporcionan en hertz (Hz),
y se reportan multiplicidades, mediante las utilizacion de las siguientes abreviaciones: s = unitario (singlete), d =
doblete, t = triplete, q = cuarteto, m = multipleto, br = amplio, nd = no determinado.

Condiciones de la espectrografia de masas mediante cromatografia liquida (LC-MS),

Los datos de LC-MS, se obtuvieron mediante la utilizaciéon de un sistema de cromatografia liquida, mediante bomba
binaria, de la firma Agilent, del tipo “Agilent 1100 Liquid Chromatography System - G1312A Binary Pump” (Agilent
Technologies), una columna de resolucién rapida, de 3,5 mm de Rx, del tipo “ZORBAX Rapid Resolution 3,5 mm Rx,
Bonus-RP column” (3,5 mm de tamafo de particula; 2.1 mm x 50 mm) (Agilent Technologies), y un espectrometro de
masa del tipo “API 150EX Single Quadrupole LC/MS Mass Spectrometer (Perkin-Elmer Sciex Instruments). Los
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sistemas de disolventes utilizados, fueron los siguientes:

Disolvente A: 98 % de agua y 2 % de acetonitrilo (volumen/volumen) + 1 ml/l de TFA

Disolvente B: 90 % de acetonitrilo y 10 % agua (volumen/volumen) + 1 ml/l de TFA

Caudal: 500 pl/minuto

Gradiente: (Procedimiento 10-90) 10% B a 90% B, en un periodo de tiempo de 3 minutos
(Procedimiento 2-90) 2% B a 90% B, en un periodo de tiempo de 3 minutos
(Procedimiento 10-70) 10% B a 70% B, en un periodo de tiempo de 3 minutos.

Condiciones de HPLC

La HPLC, se llevd a cabo mediante la utilizacién de un sistema de HPLC, del tipo “HP 1100 Series HPLC System
(Agilent Technologies), y una columna de resolucion rapida, de 3,5 mm de Rx, del tipo “ZORBAX Rapid Resolution
3,5 mm Rx, Bonus-RP column” (2,1 mm de tamafio de particula; 2,1 mm x 50 mm) (Agilent Technologies), o una
columna de HPLC, Ascentis Express, del tipo “Ascentis Express C18 HPLC column” (2,7 pm de tamafo de particula,
3,0 mm x 3 cm). Los sistemas de disolventes utilizados, fueron los siguientes:

Disolvente A: 98 % de agua y 2 % de acetonitrilo (volumen/volumen) + 1 ml/l de TFA

Disolvente B: 90 % de acetonitrilo y 10 % agua (volumen/volumen) + 1 ml/l de TFA

Caudal: 500 pl/minuto

Gradiente: (Procedimiento 10-50) 10% B a 50% B, en un periodo de tiempo de 6 minutos
(Procedimiento 10-70) 10% B a 70% B, en un periodo de tiempo de 6 minutos
(Procedimiento 2-90) 2% B a 90% B, en un periodo de tiempo de 6 minutos.

Ejemplo 1
Preparacion del metil-5-metilaminopentanoato clorhidrato

Se procedié a calentar una solucion, en régimen de agitacion, de 1-metil-2-piperidinona (4,40 ml, 40,0 mmol) en
hidréoxido sédico acuoso (4 M, 11,0 ml, 44,0 mmol), a una temperatura de 100°C, durante un transcurso de tiempo de
15 horas. La mezcla de reaccion, se enfrié a la temperatura ambiente y, a continuacién, ésta se acidificd, a un pH 2,
con acido clorhidrico concentrado. A continuacion, la mezcla, se concentrd, bajo presién reducida, para proporcionar
el acido 5-metilaminopentandico, como un sélido de color blanco rosado. Al acido 5-metilaminopentandico, se le
afnadiéo MeOH (40,0 ml, 987 mmol) y acido clorhidrico concentrado (0,33 ml, 4,0 mmol). La solucion opaca resultante,
se calentd, a una temperatura de 60°C, durante un transcurso de tiempo de 39 horas, al cabo de cuyo tiempo, la LC-
MS, mostré que habia material de partida remanente. Se procedié a afiadir acido clorhidrico adicional (0,33 ml, 4,0
mmol) y, la mezcla resultante, se calentd, a una temperatura de 60°C, durante un transcurso de tiempo de 33 horas,
y después, a una temperatura de 65°C, durante un transcurso de tiempo adicional de 24 horas. La LC-MS, mostré
material de partida remanente. La mezcla de reaccion, se concentrd, bajo la accién de presién reducida, y se afiadio,
al residuo, una solucién de cloruro de hidrégeno, en MEOH (1,25 M). La mezcla resultante, se calentd, a una
temperatura de 60°C, durante un transcurso de tiempo de 72 horas, después de cuyo transcurso de tiempo, no se
observd ningun material remanente, mediante LC-MS. La mezcla de reaccion, se concentrd parcialmente, bajo la
accion de presion reducida y, el material sélido que se habia formado, se retir6 mediante filtrado, lavando con
MeOH. Se procedid, a continuacién, a concentrar el filtrado, bajo la accion de presioén reducida, para proporcionar el
metil-5-metilaminopentanoato clorhidrato (7,57 g, 100 % de rendimiento productivo), como un soélido de color amarillo
claro.

LC-MS (Procedimiento 2-90): Rt 1,10 minutos; m/z 146,4 [M + H]". 'H NMR (CD;OD)5 4,86 (s), 3,66 (s), 3,30 (t),
3,00 (t), 2,69 (s), 2,41 (t), 1,71 (m).

Ejemplo 2
Preparacion del éster metilico del acido 5-({3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionil}metilamino)pentandico

Se procedid a agitar, a la temperatura ambiente, una mezcla de metil5-metilaminopentanoato clorhidrato (7,27 g,
40,0 mmol), &cido 3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-iljpropiénico (13,3 g, 36,0 mmol) y 1-hidroxi-7-azabenzo-
triazol (5,14 g, 37,8 mmol) en DCM (160 ml) y 2,6-lutidina (12,5 ml, 108 mmol), durante un transcurso de tiempo de 3
horas. A continuacién, se afiadié (3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida clorhidrato (10,4 g, 54,0 mmol) vy, la
mezcla resultante, se agitd a la temperatura ambiente, durante un transcurso de tiempo de 2 h oras. Se afiadioé una
solucion saturada de bicarbonato soédico (~100 ml) y, las capas, se separaron. La capa acuosa, se extrajo con DCM
(50 ml) y, las capas organicas, se combinaron, se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron, y se concentraron, bajo
la accién de presion reducida. El residuo, se purificd, mediante cromatografia flash (de evaporacién instantanea) de
gel de silice (30-100 % EtOAc en hexanos; a continuacion, 2-10 % MeOH en DCM) para proporcionar el compuesto
del epigrafe (12,38 g, 69 % de rendimiento productivo), como un aceite espeso, de color amarillo claro / sélido de
color blanco.
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LC-MS (Procedimiento 2-90): Rt 2,43 minutos; m/z 496,6 [M + H]".
'H NMR (CDCl3) & 8,10 (d, 1H), 7,40 (m, 6H), 7,20 (m, 2H), 6,58 (s, 1H), 4,74 (m, 1H), 3,66 (d, 3H), 3,37 (t, 1H), 3,29
(m, 1H), 2,97 (s, 2H), 2,91 (s, 1H), 2,70 (m, 4H), 2,49 (m, 2H), 2,34 (m, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,60 (m, 5H).

Ejemplo 3
Preparacion del acido 5-((3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-iljpropionil}metilamino)pentandico

A una mezcla del éster metilico del acido 5-({3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionil}-metil-
amino)pentandico, (10,21 g, 20,60 mmol), tert.-butilalcohol (20 ml) y agua (20 ml), se le afiadié una mezcla de LiOH :
agua, a un factor de relacion de 1:1 (1,97 g, 41,2 mmol). La mezcla resultante, se agito, a la temperatura ambiente,
durante un transcurso de tiempo de 4 horas y, a continuaciéon, el valor pH de la mezcla, se ajust6 a
aproximadamente a un valor pH 2, mediante la utilizaciéon de acido clorhidrico (1N). La capa acuosa, se extrajo con
DCM (2x ~80 ml) y, las capas organicas, se combinaron, se secaron sobre sulfato sddico, se filtraron, y se
concentraron, bajo la acciéon de presidon reducida, para proporcionar el compuesto del epigrafe (12,23 g,
cuantitativo), como un sélido espumoso, de color blanquecino (que contenia tert.-butilalcohol residual.

LC-MS (Procedimiento 2-90): Rt 2,32 minutos; m/z 482,4 [M + HJ".
Ejemplo 4
Preparacién del 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano

Se procedio a calentar una solucion en régimen de agitacion de p-nitrobenzaldehido (101,5 g, 672 mmol), etilenglicol
(112 ml) y acido p-toluenesulfénico (12,8 g, 67,2 mmol) en tolueno (800 ml), en un matraz, equipado con trampa de
Dean-Stark, a una temperatura de 120 °C, durante un transcurso de tiempo de 4 horas. Después de enfriarse a la
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion, se concentrd, bajo la accidén de presidon reducida. Al residuo, se le
afadié una solucién acuosa, saturada, de bicarbonato sddico (800 ml) y, esta mezcla, se agitd, a la temperatura
ambiente, durante un transcurso de tiempo de 15 minutos. El solido resultante, se aislé6 mediante filtrado, y se seco
bajo la accion del vacio, para proporcionar el compuesto del epigrafe (121,8 g, 92 % de rendimiento productivo),
como un solido de tonalidad amarilla.

'H NMR (DMSO-ds): & = 8,12 (d, 2H), 7,59 (d, 2H), 5,78 (s, 1H), 3,8-4,0 (m, 4H).
Ejemplo 5
Preparacion de la 4-(1,3-dioxolan-2-il)fenilamina

A una mezcla de didxido de platino (227 mg, 1,00 mmol) y bicarbonato sddico (420 mg, 5,00 mmol), bajo nitrégeno
seco, se le afiadié una solucion de 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano (976 mg, 5,00 mmol) en EtOH (30,0 ml). La mezcla
de reaccion, se hizo burbujear mediante hidrégeno, durante un transcurso de tiempo de 15 minutos vy, a
continuacion, bajo una atmésfera de hidrogeno (globo), durante un transcurso de tiempo de 2 horas. La mezcla de
reaccion, se filtrd, a continuacién, con un tampon de Celite, procediendo a lavar con MeOH. El filtrado, se concentro,
bajo la acciéon de presion reducida, para proporcionar el compuesto del epigrafe (0,80 g, 96 % de rendimiento
productivo).

Ejemplo 6

Preparacion del 1-(2-{[4-(4-(1,3-dioxolan-2-il)-fenilcarbamoil)butiljmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico

A una solucidon en régimen de agitacion de acido 5-({3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]-propionil}-
metilamino)pentandico (2,33 g, 4,84 mmol), 4-(1,3-dioxolan-2-il)fenilamina (800 mg, 5 mmol) y N,N-diisopropil-
etilamina (1,26 ml, 7,26 mmol) en DCM (48,4 ml), se le afadié 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (692 mg, 5,08 mmol) y N-
(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida clorhidrato (1,39 g, 7,26 mmol). La mezcla resultante, se agitd, a la
temperatura ambiente, durante el transcurso de toda la noche. Se procedid, a continuacion, a lavar la mezcla de
reaccion, con una solucion acuosa, saturada, de bicarbonato sddico, y ésta se secd sobre sulfato sédico, se filtrd, y
se concentrd, bajo la accion de presién reducida, para proporcionar el compuesto del epigrafe (3,04 g, 100 % de
rendimiento productivo), como un sélido de tonalidad amarilla.

LC-MS (Procedimiento 10-70): Rt 2,67 minutos; m/z 629,6 [M + HI".
Ejemplo 7
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Preparacion del 1-(2-{[4-(4-formilfenilcarbamoil)butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarba-
mico

Se procedié a calentar una mezcla, en régimen de agitacion, de 1-(2-{[4-(4-(1,3-dioxolan-2-il)fenilcarbamoil)-
butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (3,04 g, 4,84 mmol) en acido clorhidrico
acuoso (1M, 10 ml) y acetonitrilo (10 ml), a una temperatura de 50 °C, durante un transcurso de tiempo de 2 horas.
La mezcla de reaccion, se concentrd, bajo la accidon de presion reducida, y se procedié a afadir, al residuo, una
solucion acuosa, saturada, de bicarbonato sédico y DCM. La capas, se separaron y, la capa organica,, se seco
sobre sulfato sédico, se filtrd, y se concentrd, bajo la accion de presion reducida, para proporcionar el compuesto del
epigrafe (2,83 g, 100 % de rendimiento productivo).

LC-MS (Procedimiento 10-70): Rt 2,67 minutos; m/z 585,4 [M + HI".
Ejemplo 8

Preparacion del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetil-silaniloxi)-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]-
metil}-fenilcarbamoil)butiljmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucion en régimen de agitacion de 1-(2-{[4-(4-formil-fenilcarbamoil)butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico (2,83 g, 4,84 mmol) y sal del acido acético de la 5-[(R)-2-amino-1-(tert.-
butildimetilsilaniloxi)etil]-8-hidroxi-1H-quinolin-2-ona (véase, por ejemplo, el documento de publicacién de patente
estadounidense U.S. n° 2006 / 0035931 A1, publicado en fecha 16 de Febrero del 2006) (1,91 g, 4,84 mmol) en una
mezcla 1:1 de MeOH:DCM (40,0 ml, 312 mmol), se le afiadié triacetoxiborohidrato sddico (3,08 g, 14,5 mmol). La
mezcla de reaccion, se agitd, a continuacion, a la temperatura ambiente, durante un transcurso de tiempo de 2 horas
y, a continuacion, se separaron las capas. Se procedid, a continuacion, a lavar la capa organica, con una solucién
acuosa, saturada, de bicarbonato sddico, y ésta se sect sobre sulfato sédico, se filtrd, y se concentro, bajo la accién
de presion reducida, para proporcionar un sélido de tonalidad amarilla. El sélido, se purificd, mediante cromatografia
flash (de evaporacion instantanea)(0-30 % MeOH en DCM + 0,5% NH4OH), para proporcionar el compuesto del
epigrafe (3,60 g, 82 % de rendimiento productivo), como un solido de color amarillo.

LC-MS (Procedimiento 10-70): Rt 2,72 minutos; m/z 903,8 [M + HJ".
Ejemplo 9

Preparacion de la sal del acido ditrifluoroacético del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-
5-il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)-butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-ilcarbamico (Com-

puesto 1-14)
OH
H %
0 o 0 @‘/\N
O By O’\)’\N/\/\)J\N
N O LIEH H | OH
H 3 NH
(0 !
= 2 CF;COOH

A una soluciéon en régimen de agitaciéon de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-(tert.-butildimetilsilaniloxi)-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]-metil}fenilcarbamoil)butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster  del &cido  bifenil-2-
ilcarbamico (3,60 g, 3,98 mmol) en una mezcla 9:1 de DCM:DMF (32,9 ml), se le afhadid ftrifluorohidrato de
trietilamina (1,95 ml, 12,0 mmol). La mezcla resultante, se agito, a la temperatura ambiente, durante el transcurso de
toda la noche y, a continuacion, ésta se concentrd, bajo la accion de presién reducid. El residuo, se purificd mediante
HPLC (Procedimiento 10-70), para proporcionar el compuesto del epigrafe (1,90 g, 46 % de rendimiento productivo)
como un sélido de color blanco.

LC-MS (Procedimiento 10-70): Rt 2,12 minutos; m/z 789,6 [M + HJ".
Preparaciones y ensayos biolégicos
Ejemplo A

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

Se procedio a cultivar lineas celulares CHO que expresaban, de una forma estable, los subtipos de los receptores
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muscarinicos hM1, hM, hM3 y hMa, clonados, humanos, respectivamente, hasta la casi confluencia, en medio Hams
F-12, suplementado con 10% FBS y 250 pyg/ml de Geneticina. Las células, se cultivaron en un incubador con 5%
CO2, a una temperatura de 37°C, y se estimularon con 2 mM EDTA en dPBS. Las células, se recolectaron y
agruparon, mediante 5 minutos de centrifugacion, a 650 x g, y los granulos celulares, o bien se almacenaron,
congelandose, a una temperatura de -80°C, 6 bien, las membranas, se utilizaron para su uso inmediato.

Para la preparaciéon de membranas, los granulos de células, se resuspendieron en un tampoén de lisis, y se
homogeneizaron, con un disruptor de tejidos del tipo Polytron PT 2100 (de la firma Kinematica AG; 20 segundos x 2
rafagas). Las membranas crudas, se centrifugaron a 40.000 x g, durante un transcurso de tiempo de 15 minutos, a
una temperatura de 4°C. El granulo de membranas, se resuspendid, a continuacién, con un tampoén de
resuspension, y éste se homogeneizé otra vez, con el disruptor de tejidos Polytron.

La concentracion de proteinas, en la suspensidon membranaria, se determindé mediante el procedimiento descrito por
parte de Lowry et al., en 1951, en el Journal of Biochemistry, 193, 265. Todas las membranas, se congelaron, en
alicuotos, a una temperatura de -80°C, o éstas se utilizaron inmediatamente.

Los alicuotos, de las membranas del receptor HMs, preparados, se compraron directamente en el mercado, de
procedencia de la firma PerkinElmer, Inc. (Wellesley, MA), y se almacenaron, a una temperatura de -80°C, hasta su
uso.

Ejemplo B
Ensayo de Unidn de Radioligandos, para los Receptores Muscarinicos

Los ensayos de enlace o union de radioligandos, para los receptores nuscarinicos clonados, se realizaron en una
placa de microtitulacion de 96 pozos, en un volumen total de ensayo de 100 pl. Se procedié a diluir membranas de
células CHO, las cuales expresaban, de una forma estable, cada uno de los subtipos muscarinicos hM¢, hM;, hMs,
hM4 6 hMs, en tampdn de ensayo, a las siguientes concentraciones de proteina diana pg/pozo) 10 ug para hM4, 10 —
15 para hMy, 10 — 20 pg para hMs, 10 — 20 pug para hMs y 10 — 12 ug para hMs, para obtener sefales similares
(cpm). Las membranas, se homogeneizaron brevemente, mediante la utilizacién de un disruptor de tejido del tipo
Polytron (10 segundos), previamente al ensayo de adicion en placa.

Los estudios de unién de saturacién, para determinar los valores de Kp del radioligando, se realizaron mediante la
utilizacion de L-[N-metiI3H]escopolamina-cloruro de metileno ([3H]-NMS) (TRK666, 84,0 Ci/mmol, de la firma
Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England), a unas concentraciones comprendidas dentro de unos
margenes que iban desde 0,001 nM hasta 20 nM.

Los ensayos de desplazamiento, para la determinacion de los valores de K; de los compuestos de ensayo, se
realizaron con [3H]-NMS, a un 1 nM, y once diferentes concentraciones de compuestos de ensayo. Los compuestos
de ensayo, se disolvieron, inicialmente, a una concentracion de 400 yM, en tampén de dilucién y, a continuacién,
éstos se disolvieron, en serie, 5 x, con tampén de dilucién, a una concentracion final correspondiente a un valor que
iba desde los 10 pM hasta los 100 yM. El orden de adicion y los volumenes de las placas de ensayo, eran de la
forma que sigue: 25 pl de radioligando, 25 pl de compuesto de ensayo diluido, y 50 ul de membranas. Se procedié a
incubar las placas de ensayo, durante un transcurso de tiempo de 60 minutos, a una temperatura de 37°C. Las
reacciones de enlace o unién, se terminaron mediante un rapido filtrado sobre placas de filtro de fibra de vidrio GF/B
(Perkin Elmer, Inc.), pre-tratadas en 1% BSA. Las placas de filtro, se lavaron tres veces con tampon de lavado (10
mM HEPES), con objeto de eliminar la radioactividad enlazada. Se procedid, a continuacion, a secar las placas, con
aire, y se afiadieron, a cada pozo, 50 pl de fluido de centelleo del tipo “Microsint-20 liquid Scintillation fluid” (de la
firma PerkinElmer, Inc.). A continuacion, se procedié a contar las placas, en un contador de centelleo para liquidos,
del tipo “PerkinElmer Topcount liquid scintillation counter” (de la firma PerkinElmer, Inc.).

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

En este ensayo, un valor inferior de K, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo, tiene una mayor afinidad de
enlace o union, para el receptor ensayado. Los datos de union (K;) del receptor hMs, para el compuesto de la formula
la, es como sigue (datos redondeados a 0,1 nM): 0,1 nM.

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

Se procedié a incubar lineas celulares del rifidn embrionario humano (HEK-293), que expresaban establemente los
receptores B1- 6 Bo-adrenérgicos, humanos, clonados, o lineas celulares del ovario de hamster chino (CHO), que
expresaban establemente los receptores Bs-adrenérgicos, humanos, clonados, hasta la casi confluencia, en medios
DMEM 6 Hamas F-12, con 10% FBS, en presencia de 500 ug/ml de Geneticina. La monocapa celular, se estimulo
con 2 mM EDTA en PBS. Las células, se granularon mediante centrifugacion, a una velocidad angular de 1.000
revoluciones por minuto y, los granulos celulares, o bien se congelaron y almacenaron, a una temperatura de -80°C,
o bien, las membranas, se prepararon inmediatamente para su uso.

Para la preparacion de membranas que expresaban los receptores 31y B2, se resuspendieron los granulos celulares,
en un tampén de lisis (10 mM HEPES/HCI, 10 mM EDTA, pH 7,4, a 4 °C) y se homogeneizaron, mediante la
utilizacién de un homogeneizador de vidrio, de ajuste hermético, del tipo Dounce (30 golpes), sobre hielo.

Para las membranas que expresaban mas receptores 3 sensibles a la proteasa, se homogeneizaron granulos
celulares, en tampoén de lisis (10 mM Tris/HCI, pH 7,4), suplementado con una tableta de coctel completo de
inhibidor de proteasa, provisto de 2 mM EDTA, del tipo "Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets with 2 mM
EDTA" por 50 ml de tampén (de la firma Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). EI homogeneizado, se
centrifugd, a 20.000 x g, y el granulo resultante, se lavd, una vez, con tampodn de lisis, mediante resuspension y
centrifugacion, de la forma descrita anteriormente, arriba. El granulo final, se resuspendid, a continuacion, en tampdén
de ensayo de enlace, enfriado en hielo (75 mM Tris/HCI, pH 7,4, 12,5 nM MgCl,, 1 mM EDTA).

La concentracion de proteinas de la suspension membranaria, se determiné mediante los procedimientos descritos
por parte de Lowry et al., 1951, en Journal of Biological Chemistry, 193, 265; y en Bradford, Analytical Biochemistry,
1976, 72, 248-54. Todas las membranas, se almacenaron, congeladas, en alicuotos, a una temperatura de -80°C, 6
éstas se utilizaron inmediatamente.

Ejemplo D
Ensayo para determinar la potencia del agonista del receptor adrenérgico

Se realizaron ensayos de cAMP, en un formato de radioligandos, que utilizaba el sistema de activacion de adenilil
ciclasa de microplaca del tipo “flasplate”, con [125|]-CAMP (NEN SMPQO04, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston,
MA), en concordancia con las instrucciones del fabricante. Para este ensayo, se cultivaron lineas celulares HEK-293,
las cuales expresaban, de una forma estable, los receptores B1 6 B2, humanos, clonados, hasta la casi confluencia,
en DMEM, suplementado con un porcentaje del 10% de PBS, y Geneticina (250 pg/ml). Las células, se lavaron con
PBS, y se separaron en dPBS (Solucién salina tamponada de fosfato, Dulbecco, sin CaCl, y MgCl,), la cual contenia
2 mM EDTA 6 una solucién de Tripsina-EDTA (0,05% tripsina/0,53 mM EDTA). Después de proceder al recuento de
células, en un contador de células Coulter, las células se granularon mediante centrifugacién, a una velocidad
angular de 1.000 revoluciones por minuto, y se volvieron a suspender en un tampon de estimulacién, el cual
contenia IBMX (equipo, a modo de "kit", de la firma PerkinElmer), precalentado, a la temperatura ambiente, a una
concentracion correspondiente a un rango comprendido dentro de unos margenes que van desde 1,6 x 10° hasta 2,8
x 10° células/ml. En este ensayo, se utilizaron aproximadamente 40.000 a 80.000 células por pozo. Estos
compuestos de ensayo (10 mM en DMSO), se diluyeron en PBS que contenia 0,1% BSA en Beckman Biomek-2000,
y se sometieron a tests de ensayo, en 11 concentraciones diferentes, correspondientes a un rango comprendido
dentro de unos margenes que van desde 100 uM a 1 pM. Las reacciones, se incubaron, durante un transcurso de
tiempo de 10 minutos, a una temperatura de 37°C, y se extinguieron (se pararon), mediante la adicion de 100 pl de
tampon de deteccidn que contenia ['?l-cAMP (NEN SMP004, PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA). La cantidad
producida de cAMP (pmol/pozo), se calculdé en base a los recuentos observados para las muestras y para los
patrones estandar de cAMP, de la forma descrita por parte del manual del usuario proporcionado por el fabricante.

Los datos, se analizaron mediante un analisis de regresion, no lineal, con el paquete de “software” informatico del
tipo “GraphPad Prism Software package” (de la firma GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), con la ecuacién
sigmoidal. Se utilizd la ecuacién de Cheng-Prusoff (Cheng Y, y Prusoff WH, Biochemical Pharmacology, 1973, 22,
23, 3099-108), para calcular los valores de ECso.

En ese ensayo, un valor mas bajo de ECsp, indica el hecho de que, el compuesto de ensayo tiene una actividad

funcional mas alta, para el receptor ensayado. Los datos de eficacia de hf3z (ECso), para un compuesto de la férmula
la, es como sigue (datos redondeados al valor mas cercano 1 nM): 1nM

Ejemplo E
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Ensayo de Einthoven

Este ensayo, mide la capacidad de un compuesto de ensayo, para proporcionar broncodilatacién contra la
broncoconstipacion (MCh)-inducida.

Para la totalidad de los estudios que se realizaron, se utilizaron ratas Sprague-Dawley (Harlan, Indianapolis, IN), las
cuales pesaban de 200 a 300 g.

Se procedié a dosificar un compuesto de ensayo o vehiculo (agua estéril, desionizada), mediante inhalacion (IH),
durante un transcurso de tiempo de 10 minutos, en una camara de inhalaciéon en forma circular (R+S Molds, San
Carlos, CA), mediante la utilizacion de 5 ml de soluciéon de dosificacion. Las ratas, se expusieron a un aerosol
generado por un equipo nebulizador “LC Star Nebulizer Set” (Model 22F51, PARI Respiratory Equipment, Inc.
Midlothian, VA), conducido por una mezcla bioldgica del tipo “Bioblend” (5% COg; 95% aire atmosférico), a una
presion de 22 psi. Las ratas, se dosificaron con 100 yl de compuesto de ensayo, a menos de que se indique de otro
modo.

A puntos de tiempo predeterminados, las ratas, se anestesiaron, con una inyeccion intraperitoneal (IP) de 120 mg/kg
de inactiva (tiobutabarbital). Se procedid a administrar, una dosis suplementaria (40 mg/kg, IP), si el animal
respondia a los estimulos fisicos (como por ejemplo, a un pinchazo en el dedo gordo del pié). El sitio quirurgico, se
afeitd, y se realizd una incisién de 1 - 2 cm de la linea media, del aspecto ventral del cuello. La vena yugular, se
aisld, y ésta se canuld, con un catéter de polietileno cargado con solucién salina, (PE-50, para permitir la infusién 1V
de MCh. La traquea, se disecciond, dejandola libre, y ésta se canulé (se intubd), con una aguja 14G (#NE-014, Small
Parts, Miami Lakes, Fl). Después del emplazamiento de la canula traguela, cada rata, se ventild6, mediante la
utilizacién de un juego respirador (Modelo 683, Harvard Apparatus, Inc., MA), a un volumen de ataque de 1 ml/100 g
de peso corporal (pero que, de todos modos, que no excediera de un volumen de 2,5 ml), a una tasa de 90 ataques
por minuto. Se procedié a emplazar un conector T, a lo largo del entubado expiratorio del respirador, con objeto de
permitir la medicién de los cambios en la presion de ventilacion (VP), mediante la utilizacion de un transductor del
tipo BioPac, que se habia conectado a un pre-amplificador Biopac (TSD 137°C). La temperatura corporal, se
mantuvo a un nivel de 37°C, mediante la utilizacién de un tampén de calentamiento.

Los cambios en la VP (presion de ventilacion), se registraron, mediante la utilizacién de un sistema informatico de
Software, del tipo Acknowledge Data Collection Software” (Santa Barbara; C.A). La valores bésicos, se recogieron,
durante un transcurso de tiempo de aproximadamente 2,5 minutos. La ratas, se estimularon, a continuacion, con
infusiones intravenosas (IV), no acumulativas, a razén de 40 y 80 pg/kg de MCh. La MCh, se infundio
intravenosamente, durante un transcurso de tiempo de 2,5 minutos, desde una bomba de jeringa, (sp210iw, World
Precision Instruments, Inc. Sarasota, FL), a una tasa de 2 ml/kg/minuto, con un intervalo de 2 minutos, ente las dos
dosis de MCh. Los cambios en la presion de ventilacion (cm de H20, en los animales tratados, se expresan como %
de la respuesta a la MCh, con relacién a los animales de control.

En este ensayo, pueden utilizarse otros broncodilatadores, tales como la histamina y la acetilcolina, en lugar de la
MCh. Adicionalmente, ademas, pueden utilizarse conejillos de indias, en lugar de ratas.

En este ensayo, un % de inhibicion mas alto de la respuesta a la MCh, indica el hecho de que, el compuesto de
ensayo, proporcionaba un mayor efecto broncodilatador. Una inhibicidon mayor o igual a un porcentaje del 30%, a las
24 horas, es indicativo de una larga duracién de accion. Se obtuvieron s datos de broncodilataciéon que indican un
efecto broncoprotector presente a las 24 horas, como por ejemplo, = 30% de inhibicion de la respuesta a la MCh, a
las 24 horas, en el ensayo de Einthoven de la rata (100 pg), para el compuesto de la férmula la.
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto de la férmula
H
O J ,C””\)\w N
N © CH,
@ !

2.- Un compuesto, segun se reivindica en la formulacién 1, el cual es 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-
1,2-dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-fernilcarbamoil}-butilimetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il-éster del acido bifenil-2-
ilcarbamico.

OH
NH

3.-Una composicion farmacéutica, la cual comprende un compuesto, segun se reivindica en una cualquiera de bien
ya sea la reivindicacion 1 6 bien ya sea la reivindicacién 2, y un portador farmacéuticamente aceptable.

4.- La composicion farmacéutica de la reivindicacién 3, en donde, la composicién, comprende un agente terapéutico
adicional.

5.- La composicion farmacéutica de la reivindicacion 4, en donde, el agente terapéutico, es un agente anti-
inflamatorio esteroideo, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptables de éste.

6.- La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde, el agente terapéutico, es un anticosteroide o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptables de éste.

7.- Un compuesto, segun se reivindica en una cualquiera de bien ya sea la reivindicacién 1 6 bien ya sea la
reivindicacion 2, para su uso en terapia.

8.- Un compuesto de la reivindicacion 7, para su uso en el tratamiento de un trastorno pulmonar.

9.- Un compuesto de la reivindicacion 8, en donde, el trastorno pulmonar, es la enfermedad pulmonar obstructiva
croénica, o asma.

10.- Un compuesto intermediario, para preparar un compuesto de la reivindicacion 1, teniendo, el compuesto
intermediario, la férmula

%MM«OA

en donde,

R*y RY, se seleccionan, de una forma independiente, de entre alquilo Cq.4, fenilo, y -alquil C4.4-(fenilo);
R? se selecciona entre alquilo C1.4, fenilo, -alquil C1.4-(fenilo) y —O-(alquilo C1.4),

0 una sal de éste.
11.- El compuesto de la reivindicacion 10, en donde, R* y RY, son metilo; y R’, es tert.-butilo.
12.- Un procedimiento para preparar un compuesto segun se reivindica en la reivindicacion 1, el cual comprende

desproteger un compuesto, segin se reivindica en una bien ya sea la reivindicacién 10 6 bien ya sea en la
reivindicacion 11.
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