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DESCRIPCION
Estereoisdémero de acetamida
Campo de la invencion

La presente invencidon se refiere a un nuevo esterecisdmero de acetamida, a un procedimiento de preparacion del
estereoisomero de acetamida, a una composicion farmacéutica que comprende el estereoisémero de acetamida y al uso
del estereoisdbmero de acetamida en terapia, en particular en el tratamiento de la broncoconstriccion asociada con
enfermedades reversibles de las vias respiratorias obstructivas que incluyen, pero no se limitan a, asma, fibrosis
quistica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica, que incluyen bronquitis crénica y enfisema.

Antecedentes de la invencion

Los pacientes que padecen broncoconstriccion asociada a enfermedades reversibles de las vias respiratorias
obstructivas generalmente se tratan usando un broncodilatador para relajar el musculo liso bronquial.

Los broncodilatadores actualmente en uso caen generalmente en dos clases, los agonistas del adrenoceptor selectivo
para B, tales como albuterol (salbutamol), salmeterol y formoterol, y los antagonistas del receptor muscarinico, tales
como ipratropio y tiatropio.

Los agonistas del adrenoceptor selectivo B2 pueden causar efectos adversos, y estos pueden deberse en parte a la
activacion del adrenoceptor 4. La selectividad de un agonista para el receptor adrenoceptor B2 es, por lo tanto, muy
importante, ya que limita la dosis que se puede administrar y, asi, afecta la magnitud de las broncodilataciones y la
frecuencia de dosificacion.

Una accion de larga duracion es importante para los pacientes, no solo para minimizar el tiempo de consumo del
farmaco, sino también para evitar tener que tomar el farmaco durante momentos inconvenientes, por ejemplo, en el
trabajo, la escuela o durante la noche. Algunos de los agonistas de los adrenoceptores selectivos a 32 mas recientes, en
particular el salmeterol y el formoterol, tienen una accién de larga duraciéon, por lo general aproximadamente 12 horas.
El formoterol tiene una ventaja particular de que también tiene un inicio de accién rapido. Sin embargo, el formoterol es
extremadamente potente, lo que lo hace muy dificil de formular, especialmente para la administracion usando un
inhalador de dosis medida de una manera que da como resultado una administraciéon uniforme del farmaco mediante
dosis de aerosol después de la dosis (esto es, uniformidad del contenido de dosis). Ademas, es inestable en solucion
acuosa, lo que significa que las soluciones para administracion que usan un nebulizador deben mantenerse refrigeradas
durante la mayor parte de su vida util después de la fabricacion.

El formoterol es uno de un grupo de derivados de alcohol a-aminometilbencilico para el que se presentaron solicitudes
de patente durante principios de los afios setenta, por ejemplo, DE2305092 (también publicado como GB1415256). Tal
vez debido a las dificultades asociadas con la formulaciéon del compuesto, tardé mucho tiempo en comercializarse. El
compuesto contiene dos centros quirales y, por consiguiente, es capaz de existir y aislarse en cuatro formas
estereoisoméricas. El compuesto se comercializd en primer lugar como una mezcla racémica de los isémeros activos
(R, R) e inactivos (S, S) en una formulacién de polvo seco, y luego mas recientemente como el isémero activo (R, R) en
una soluciéon de nebulizador. También es conocido, por ejemplo, por el documento US 6,303,145 (también publicado
como WO 00/67741), que el isémero (S, R) de formoterol esta activo. Sin embargo, al igual que el isomero (R, R), este
compuesto es inestable a temperatura ambiente en solucion acuosa y, por consiguiente, las soluciones de nebulizador
deberian almacenarse refrigeradas.

El documento DE 2305092 describe la preparacion de varios derivados del alcohol a-aminometilbencilico utiles como
estimulantes B-adrenérgicos, y apropiados como agentes broncodilatadores.

Se describe la sintesis de una mezcla racémica del alcohol 3-acetilamino-4-hidroxi-o- [N- (1-metil-2-p-hidroxifeniletil)
aminometil] bencilico. La actividad de esta mezcla no fue probada.

El documento JP 56115751 describe la preparacion de alcoholes 3-acilamino-4-hidroxi-a- (aralquilaminometil)bencilicos,
que se dice que son Utiles como broncodilatadores.

El documento WO 98/21175 describe métodos de preparacion de isémeros épticamente puros de formoterol.

En "New B-Adrenoreceptor Stimulants. Studies on 3-Acylamino-4-hydroxy-o-(N-substituted aminomethyl) benzyl
Alcohols", K. Murase et al., Chem. Pharm. Bull., Vol. 25 (1977) No. 6 p 1368-1377, estimulantes B-adrenérgicos,
alcoholes 3-acilamino-4-hidroxi-oa-(aminometil N-sustituido)-bencilicos se prepararon a través de alcoholes 3-amino-4-
benciloxi-a- (aminometil N-sustituidos) bencilicos.

Akapo et al (Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 33, 5, 2003, 35-94) describen un método de
cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa que indica la estabilidad para el ensayo de fumarato de
formoterol.
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Resumen de la invencién

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que al sustituir el grupo metoxi en (S, R)-formoterol por un grupo hidroxi y
el atomo de hidrogeno del formilo por un grupo metilo, se ha obtenido un isémero que tiene una combinacion de
propiedades particularmente atractiva.

De acuerdo con un aspecto, por lo tanto, la presente invencion proporciona un compuesto de formula (1)

OH

=T

CH4
HO OH

HN CHs

(1)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de féormula (1) también se puede denominar con el nombre quimico N-[2-hidroxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[[(1R)-
2-(4-hidroxifenil)-1-metiletillamino]etillfenillacetamida.

Se ha encontrado que el isémero de férmula (1) posee propiedades particularmente ventajosas. En particular, posee una
afinidad buena, pero no muy alta, por el adrenoceptor B2, una alta selectividad para el adrenoceptor .- sobre el 31, una
accion de larga duracion y una buena estabilidad en solucion acuosa a temperatura ambiente.

Breve descripcion del dibujo

La figura 1 muestra los efectos N-[2-hidroxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[[(1R)-2-(4-hidroxifenil)-1-
metiletillamino]etilfenillacetamida sobre los efectos de la acetilcolina sobre la resistencia de las vias respiratorias.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en este documento, el término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal preparada a partir
de un acido farmacéuticamente aceptable, relativamente no toxico, que incluye acidos inorganicos y acidos organicos.
Los acidos apropiados incluyen acido acético, bencenosulfénico, benzoico, canforsulfénico, carboénico, citrico,
dihidrogenofosférico, etenosulfonico, fumarico, galactundrico, glucénico, glucurénico, glutamico, bromhidrico, clorhidrico,
yodhidrico, isobutirico, isetiénico, lactico, maleico, malico, malénico, mandélico, metanosulfénico.
monohidrogenocarbonico, monohidrogenofosférico, monohidrogenosulfurico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico,
fosférico, ftalico, propidnico, subérico, succinico, sulfurico, tartarico, toluenosulfénico, incluyendo acidos p-
toluenosulfénico m-toluenosulfénico y o-toluenosulfénico, y similares (véase, por ejemplo, Berge et al., J. Pharm. Sci.,
66:1-19 (1977); Stahl and Wermuth, Handbook of Pharmaceutical Salts, Wiley VCH, (2002)). También se incluyen sales
de otros compuestos relativamente no toxicos que poseen caracter acido, que incluyen aminoacidos, tales como
arginina y similares, y otros compuestos, tales como aspirina, ibuprofeno, sacarina y similares. Las sales de adicion de
acido se pueden obtener poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del
acido deseado, ya sea puro o en un solvente inerte apropiado. Como sdlidos, las sales pueden existir en modificaciones
cristalinas o amorfas.

Los compuestos de la presente invencién también se pueden preparar en forma deuterada, esto es, en la que uno o
mas atomos de hidrégeno, por ejemplo, en el grupo acetilo, se reemplazan con deuterio.

El isdbmero de acetamida y sus sales farmacéuticamente aceptables se pueden preparar mediante un procedimiento,
que comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula general (I1)
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HN TCHG

(I

en la que P! representa un atomo de hidrogeno o un grupo protector de hidroxilo, con un compuesto de férmula general

(1
PAMH
\E\Q\
op?

(III)
5 en la que P2 representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de hidroxilo y P2 representa un grupo protector de
amina bencilica, para proporcionar un compuesto de formula general (IV)
OH p3
- N
m
PO op?
HN CH,
o
()
o una sal del mismo, seguido de la eliminacion de cualquier grupo protector P!, P2y P3 y, si se desea, formar una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable
10

Los grupos protectores pueden ser cualquier grupo protector apropiado, por ejemplo, como se describe en Green et al.,
"Protective Groups in Organic Chemistry," (Wiley, 2nd ed. 1991). Los ejemplos de grupos protectores de hidroxilo
incluyen grupos aralquilo, tales como grupos bencilo y trialquilsililo, tales como t-butil-dimetilsillo (TBDMS). Los
ejemplos de un grupo protector de amina bencilica son grupos bencilo opcionalmente sustituidos en el anillo de benceno

por uno o mas, por ejemplo, 1, 2 o 3 sustituyentes opcionales, por ejemplo, seleccionados de halo, alquilo (C1-4) y
15 alcoxi (C1-4); por ejemplo, bencilo no sustituido.

La reaccion entre los compuestos de formula (Il) y (l11) se lleva a cabo convenientemente fundiendo los dos compuestos
juntos, por ejemplo, calentando en el intervalo de 110 a 130 °C.
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Cualquier grupo protector representado por P!, P? y P3 se puede eliminar usando un procedimiento convencional. Por

ejemplo, un grupo bencilo se puede eliminar mediante hidrogenacioén catalitica en presencia de paladio sobre carbono, y
un grupo trialquilsililo mediante tratamiento con fluoruro de tetrabutilamonio.

Los compuestos de formula (I) se pueden preparar haciendo reaccionar un compuesto de formula (V)

-||I||||D
=

HN CH,

Q
5 (V)
en la que Z representa un atomo o grupo saliente, tal como un atomo de bromo, con una base, por ejemplo, un
carbonato de metal alcalino tal como carbonato de potasio.
Los compuestos de formula (V) se pueden preparar por reduccion estereoselectiva de un compuesto de formula (VI)
(9]
Z
P10
NO4
(V1)
10

usando, por ejemplo, borano en presencia de un auxiliar quiral, tal como (1S,2R)-1-amino-2-indanol, seguido de la
reduccion del grupo nitro a un grupo amino y la acetilacion del grupo amino resultante.

Los compuestos de formula general (lll) se pueden preparar haciendo reaccionar un compuesto de féormula general (V1)

PINH

CH4
OCH,4
(VII)

con tribromuro de boro, para proporcionar un compuesto de formula (VIII)
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P3NH

(V1)

El grupo hidroxilo se puede proteger luego, por ejemplo, por reaccion con un haluro de trialquilsililo, tal como cloruro de
t-butildimetilsililo.

Los intermedios de formula general (IV) se proporcionan como un aspecto adicional de la presente invencion.

Segun otro aspecto, por lo tanto, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica, que comprende un
compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se describe en este documento,
junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica segun la invencion puede adaptarse para administracion a pacientes por cualquier ruta
conveniente, tal como por administracion oral, mucosal (por ejemplo, nasal, sublingual, vaginal, bucal o rectal),
parenteral o transdérmica. Puede estar en forma de, por ejemplo, una solucién, suspension, polvo, comprimido,
formulacién en aerosol, comprimido para deshacer en la boca, supositorio, emulsién, capsula de gelatina dura o blanda
o jarabe. El compuesto de férmula (1) puede disolverse en el portador, diluirse en el portador o estar soportado por el
portador. De este modo, el vehiculo puede ser un soporte para el compuesto de férmula (1), tal como una capsula,
bolsita, papel u otro recipiente farmacéutico.

En una realizacion, la composicién farmacéutica es una solucidon acuosa adaptada para administracién usando un
nebulizador. La formulaciéon acuosa puede ser isotonica y regulada a un pH éptimo para la estabilidad. La formulacion
acuosa para la nebulizacién también podria ser una suspension de nanoparticulas o una suspensién micronizada de
base libre o una sal insoluble o un aducto de ciclodextrina.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica es una formulacion en aerosol adaptada para administraciéon usando un
inhalador de dosis medida, la formulacion en aerosol que comprende el isémero de acetamida en forma cristalina y un
propelente o en solucién con un propelente apropiado, combinacién de propelentes o combinacion de propelente (s) y
un cosolvente aceptable u otro agente solubilizante.

El propelente puede ser cualquier propelente apropiado usado en formulaciones en aerosol, por ejemplo, un
hidrofluoroalcano (HFA), tal como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA134) o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA227) o una
combinacién de propelentes. Se prefiere el HFA134. El propelente puede comprender al menos 90% en peso de la
formulacion en aerosol, que también puede incluir, entre otros, gases inertes para ayudar en la formacion del aerosol.

La formulacion en aerosol puede comprender ademas un surfactante. El surfactante sirve para estabilizar y dispersar el
isdbmero de acetamida en una suspension, y también puede servir como un lubricante de valvula en el inhalador de dosis
medida. Puede ser cualquier surfactante apropiado utilizado en formulaciones en aerosol. Los ejemplos de surfactantes
usados en formulaciones en aerosol se describen en la Patente de los Estados Unidos nimero 5,225,183, que se
incorpora en este documento como referencia. Un surfactante preferido es el acido oleico. El surfactante, cuando esta
presente, puede estar presente generalmente en una cantidad de 1:100 a 1:10 de surfactante: isomero de acetamida,
preferiblemente de aproximadamente 1:20.

La formulacién en aerosol puede comprender ademas un cosolvente. Una funcion del cosolvente en la formulacién en
aerosol es facilitar la disolucién del surfactante, que puede tener una escasa solubilidad en el propelente. Puede ser
cualquier portador apropiado usado en formulaciones en aerosol. Se puede usar un cosolvente tal como glicerol o
etanol. Un cosolvente preferido es el etanol, especialmente el etanol deshidratado. El contenido de etanol puede ser
convenientemente de hasta 30% en peso de la formulacién en aerosol, tal como desde 2 a 6%.

Los inhaladores de dosis medida comprenden por lo general un bote que contiene una formulaciéon en aerosol, una
valvula dosificadora, un vastago de valvula y un actuador que acepta el vastago de valvula. En uso, un paciente
presiona el bote en el actuador e inhala, lo que provoca que se administre una dosis de la formulacion y se la lleve a los
pulmones del paciente.

De acuerdo con un aspecto adicional, por lo tanto, la presente invencién proporciona un inhalador de dosis medida que
comprende un bote que contiene una formulacién en aerosol como se describe en este documento, una valvula
dosificadora y un actuador.
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Preferiblemente, la superficie interior del bote esta recubierta, por ejemplo, con un polimero protector, o tratada de otro
modo para minimizar la interaccién quimica o fisica entre la formulacién y el bote. El inhalador tiene preferiblemente una
abertura con un diametro en el intervalo de 0.2 a 0.60 mm.

En aun otra realizacién, la composicién farmacéutica esta en forma de un polvo seco apropiado para inhalacién o
insuflacion. La composicion puede comprender cristales de isémero de acetamida solos (por ejemplo, con un diametro
aerodinamico mediano masico de 1 a 10 micras, preferiblemente de 2 a 7 micras) o isémero de acetamida mezclado,
coprecipitado, cocristalizado o secado por pulverizacion junto con un portador o portadores farmacéuticamente
aceptables. Los portadores farmacéuticamente aceptables apropiados incluyen, sin limitacion, solvatos de uno o mas
carbohidratos naturales o sintéticos, tales como monosacaridos, disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos, polisacaridos,
polioles, aminoacidos y proteinas, y/o en la forma de sus ésteres, acetales o sales farmacéuticamente aceptables
(donde existen tales derivados). El portador es preferiblemente lactosa, mas preferiblemente lactosa monohidrato. La
composicion de polvo seco se puede presentar en forma de dosificacion unitaria en, por ejemplo, capsulas o cartuchos
de, por ejemplo, gelatina, o blisters a partir de los cuales se puede administrar el polvo con la ayuda de un inhalador o
insuflador. La composicion de polvo seco se puede presentar en forma de multiples dosis medida con la ayuda de un
inhalador o insuflador, o dosificarse previamente en dosis discretas dentro del dispositivo para administraciones en
serie.

Convenientemente, las formulaciones de polvo seco se administran usando inhaladores de polvo seco multidosis.

La presente invencion por lo tanto también proporciona un inhalador de polvo seco multidosis, que comprende un
depdsito de polvo seco que contiene una formulaciéon en aerosol de polvo seco de isdbmero de acetamida como se
describié anteriormente, y una camara de dosificacion.

El compuesto de formula (I) segun la presente invencion se puede coadministrar con uno o mas de otros ingredientes
activos, por ejemplo, seleccionados de esteroides, tales como beclometasona, triamcinolona, funisolida, mometasona,
budesonida o fluticasona, antagonistas del receptor muscarinico, tal como ipratropio, tiatropio o glicopirrolato. De
acuerdo con lo anterior, en una realizacién, la composicién farmacéutica de acuerdo con la presente invenciéon puede
comprender ademas un esteroide y/o un antagonista del receptor muscarinico y/o un agente controlador o
broncodilatador con un nuevo mecanismo.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién puede comprender ademas
agentes antiinflamatorios tales como inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (TNF o), dipeptidil peptidasa IV y
anticuerpos frente a interleucinas proinflamatorias tales como IL4. e IL13.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién puede comprender ademas
agentes mucoliticos tales como cromoglicato, acetilcisteina, arginina o 2-mercaptoetanosulfonato.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de férmula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento de enfermedad broncoconstrictora.

La enfermedad broncoconstrictora puede ser, por ejemplo, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (tal como enfisema
o bronquitis), fibrosis quistica o asma.

El paciente puede ser un mamifero humano o no humano, tal como un perro, gato, caballo, vaca, oveja o cerdo.
Preferiblemente, el paciente es un humano.

La cantidad de compuesto administrado dependera de muchos factores, tales como la especie, el peso y la edad del
paciente, y la gravedad de la afeccion que se va a tratar. Por ejemplo, una dosis administrada a un ser humano puede
contener de 75 a 5,000 ug del isomero de acetamida (calculado como la base libre). La dosis se puede administrar, por
ejemplo, una o dos veces al dia.

Segun ofro aspecto, la presente invenciéon proporciona un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para uso en terapia.

Segun otro aspecto mas, la presente invencidon proporciona el uso de un compuesto de férmula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica.

Segun otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de féormula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un portador farmacéuticamente aceptable
para el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crénica, o para uso como un broncodilatador

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

THF se refiere a tetrahidrofurano, EtOAc se refiere a acetato de etilo y Et;0 se refiere a éter dietilico.

7
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Ejemplo 1
N-[2-hidroxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[[(1R)-2-(4-hidroxifenil)-1-metileti]Jamino]etil]fenillacetamida
Etapa A) (1S)-1-(3-nitro-4-benciloxifenil )-2-bromoetan-1-ol

Ao
T

Br

PhCH,0

NO,

Se afadidé una solucién fria (5 °C) de (1S,2R)-1-amino-2-indanol (400 mg, 2.68 mmol) en THF (160 mL) gota a gota a
una solucién fria (0 °C) de complejo borano-dietilanilina (7.0 g, 43 mmol) en THF (20 mL). Después de completar la
adicién, la solucidon resultante se agité a (0 °C) durante 30 minutos y luego se afadié 2-bromo-4'-benciloxi-3'-
nitroacetofenona (20.0 g, 57,1 mmol) en tres porciones durante un periodo de 30 minutos. La solucidn resultante se
agité a <5 °C, durante 1 h, se inactivd mediante la adiciéon gota a gota de acetona (17 mL) y luego se dejo calentar a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se concentré a vacio para dar un residuo, que se
disolvié en tolueno (100 mL) y se lavd en sucesion con HSO4 al 10% (2 x 45 mL), H2O (2 x 45 mL) y solucién de
salmuera sat. (1 x 40 mL). La capa organica se seco sobre MgSQa, se clarificé y luego se concentré al vacio hasta un
volumen de ~40 mL. Se afiadié lentamente heptano (45 mL) para dar una lechada espesa. El sélido se recogié en un
filtro y se lavd con heptano (2 x 5 mL). Este material se disolvié en tolueno caliente (~50 mL), la solucién se clarifico y a
continuacién se diluyd con heptano (50 mL). La mezcla resultante se agitdé durante 30 minutos, los sdlidos se

recogieron, se lavaron con heptano (2 x 5 mL) y luego se secaron a peso constante a vacio para dar 18.9 g (94.0%) del
compuesto base.

Etapa B) (1S)-1-(3-amino-4-benciloxifenil)-2-bromoetan-1-ol

e
T

PhCH,O

NH,

Se afiadio una solucion del producto de la etapa A) (18.7 g, 53.1 mmol) en tolueno (40 mL) y THF (40 mL) a una botella
agitadora Parr que contenia Pt;O (370 mg). Esta mezcla se agitd bajo Hz (50 psi, 344.74 kpa) hasta que la reaccion se
completé (18 h). El catalizador se elimind por filtracion y el filtrado se concentré hasta un aceite. La cromatografia en
columna (1 kg de gel de silice empaquetado y eluido con CH>Cl2/MeOH, 19:1) dio 11.9 g (69.6%) del compuesto base.

Etapa C) (1S)-1-(3-acetamido-4-benciloxifenil)-2-bromoetan-1-ol

R =
I

Br

PhCH;0

NHCOCH,
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Una solucion del producto en la etapa B (10.0 g, 31.0 mmol) en piridina (100 mL) se agité a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se afiadié anhidrido acético (3.16 g, 30.9 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos y luego a 40 °C, durante 4.5 horas. La mezcla de reaccion se enfrid a temperatura
ambiente y luego se concentré a vacio para dar un residuo. Este material se sometié a particion entre CH2Cl, (120 mL) y
HCI acuoso al 10% (50 mL). La capa acuosa se extrajo con CH.ClI2 (50 mL). Las capas organicas combinadas se
lavaron en sucesion con H20 (1 x 100 mL) y salmuera (1 x 100 mL), se secaron sobre MgSO4, se clarificaron y luego se
concentraron a vacio hasta una lechada espesa. Después de la dilucién con hexanos (60 mL), el solido se recogio en un
filtro, se lavd con hexanos (2 x 20 mL) y luego se secé hasta peso constante a vacio para dar 9.4 g (83%) de material
como un sélido de color blanco.

Etapa D) (1S)-1-(3-acetamido-4-benciloxifenil)epoxietano

L
§

NHCOCH,

Una solucién del producto en la etapa C (2.5 g, 6.9 mmol) en MeOH (15 mL) y THF (15 mL) se traté con K,COs3 (1.3 g,
9.4 mmol) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2.5 h. La mezcla se concentré a vacio para
dar un residuo, que se sometié a particion entre H.O (50 mL) y EtOAc (50 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc
(50 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con H>O (50 mL tratados con una pizca de KoCO3 para hacerlo
basico), se secaron sobre Na>SOj, se clarificaron y luego se concentraron a vacio para dar un residuo que se seco a
peso constante a vacio para dar 1.84 g (94%). Este material se us6 en la siguiente etapa de reaccion sin purificaciéon
adicional.

Etapa E) [(1R)-N-Bencil-2-(4-hidroxifenil)-1-metiletil]-amina

CH.Ph
HN . (R)
CH,

OH

A una solucion de [(1R) -N-Bencil-2- (4-metoxifenil) -1-metiletil] amina (5.30 g, 20.8 mmol) en CHyCl» (25 mL) se le
afadié una solucion de BBr3 en CH2Cl,. (25.0 mL, 1.0 M, 25.0 mmol) lentamente durante 0.5 h. Después de la adicion,
la mezcla se agitd6 a temperatura ambiente durante 22 h. Se afiadié agua (125 mL), seguido de la adicion de NaOH
acuoso 2.5 M (15 mL) a pH 6. La mezcla se extrajo con EtOAc (4 x 200 mL) y la capa organica se sec6 (Na>SO,) y se
concentré. El residuo (3.9 g) se triturd con CH2Cl; (120 mL) y luego se concentré a sequedad para dar el compuesto
base (3.8 g, 76%).

Etapa F) [(1R)-N-Bencil-2-(4-t-butildimetilsililoxifenil)-1-metiletillamina

CH,Ph

HM

CHgy
OTBDMS
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Se agit6 una solucion del producto de la etapa E) (3.20 g, 13.3 mmol), cloruro de tert-butildimetilsililo (3.59 g, 23.8 mmol)
e imidazol (2.86 g, 42.0 mmol) en DMF (30.0 mL) a temperatura ambiente durante 18 h. La mezcla se concentré a
sequedad, y el residuo se sometié a particion entre EtOAc (200 mL) y solucion saturada acuosa de NaHCO3 (200 mL).
La capa acuosa se separ6 y nuevamente se extrajo con EtOAc (100 mL). La capa organica combinada se lavd con
salmuera (100 mL), se secd con NaSOs, se filiré6 y se concentré para dar un aceite. El aceite se sometid a

cromatografia sobre gel de silice (100 g, se eluyé con EtOAc: hexanos 1:1) para dar el compuesto base (4.0 g, 85%)
como un aceite de color marrén claro.

Etapa G) N-[2-Benciloxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[N’-bencil-[(1R)-2-(4-t-butildimetilsililoxifenil)-1-metiletillamino]etil]-
fenillJacetamida

il
I

]

r}

o

o=

(£ ]
—

CHy

PhCH,O OTBDMS

o

Una mezcla de los productos de la etapa D) (1.75 g, 6.18 mmol) y F) (2.20 g, 6.19 mmol) se calento6 lentamente a 110
°C para dar una solucion completa. La solucién de reaccién se calentd a 120 °C, durante 20 h. La TLC (EtOAc/hexanos,
1:1) mostré un 5% estimado de material de partida restante. Se continué el calentamiento a 120 °C, durante 5 h, luego
la solucion se enfrid a temperatura ambiente y se sometié a cromatografia sobre una columna de gel de silice (200 g)
empaquetada y eluida con hexanos/EtOAc (2:1). Las fracciones que contenian material purificado se combinaron, se

clarificaron y luego se concentraron a vacio para proporcionar el compuesto base como un aceite de color amarillo, 3.4
g (86%).

Etapa H) N-[2-Benciloxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[N’-bencil-[(1R)-2-(4-t-hidroxifenil)- 1-metiletillamino]etillfenilJacetamida

H CH,Ph

S 2

CH3
PhCH,0 OH

HN CH4

8]

A una solucién agitada del producto de la etapa G) (2.20 g, 3.44 mmol) en THF (22 mL) a 5-10°C, una solucion de
fluoruro de tetra-n-butilamonio en THF (1.0 M, 4.50 mL, 4.50 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 1 h (Nota 2), y la TLC (EtOAc/hexanos 1:1) mostré un consumo completo de 8. La mezcla de reaccion
se diluyo con EtOAc (300 mL) y se lavé con H,O desionizada (4 x 200 mL), luego se secd (MgSO.), se filtrd y se
concentro para dar 9 (2.3 g) en bruto. EI material en bruto se purificé en una columna de gel de silice instantanea (82 g,
2.7 x 35 cm), se empaquetd y se eluyd con EtOAc/hexanos 1:1. Las fracciones que contienen el producto purificado se
combinaron y se concentraron para dar un aceite incoloro y viscoso. El aceite se coevaporé con Et;O (3 x 25 mL) para
dar el compuesto base (919 mg, 51%) como un solido de color blanco.

Etapa I) N-[2-hidroxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[[(1R)-2-(4-hidroxifenil }-1-metiletillamino]etillfenil]acetamida

10
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anl o
I

=TI

CH5
HO OH

HN CHs

a

Una mezcla del producto de la etapa H) (900 mg, 1.72 mmol), paladio sobre carbono (500 mg de 10% en peso de Pd) y
EtOH (45 mL) se agitd bajo H2 (50 psi, 344.74 kpa), durante 22 h. La mezcla se clarificé y luego se concentr6 a vacio
para dar un residuo oleoso. El residuo se coevapor6 con EtOAc (100 mL) y EtOAc/CH,Cl, (1:1, 100 mL) para dar un
soélido de color blanco (536 mg). La TLC (CH2Cl./MeOH 4:1) del sdlido mostré algunas impurezas Rf superiores. El
solido se disolvié en CH2Cl, (20 mL)/MeOH (1 mL), luego se concentré en frio a ~10 mL. Se afiadieron hexanos (~20
mL), y la mezcla se concentré de nuevo en frio para dar una suspension. Se afiadié una mezcla de Et,O (5 mL), EtOAc
(5 mL) y hexanos (5 mL), y la mezcla se concentré para dar una lechada. Esta lechada se diluyé con hexanos (25 mL) y
la suspension se agité vigorosamente durante 0.5 h a temperatura ambiente. El sélido se recogioé y se lavd con hexanos
(25 mL) para dar el compuesto base (318 mg, 54%); m.p. 97-100 °C, con ablandamiento previo (sin corregir). MS m/z:
[M+H+] 345.1. Espectro de 'H RMN coherente con la estructura asignada.

Ensayos de union de radioligandos 1y B2

La afinidad de un compuesto de prueba por los receptores adrenérgicos 1 y B2 se investiga evaluando la capacidad del
compuesto para desplazar la union especifica de ['?®l]-cianidolol o [3H] -CGP-12177 a receptores B+ y B2 recombinantes
humanos, respectivamente (expresados en células CHO). La ICsy se define como la concentracion que inhibe el 50% de
la union especifica del radioligando. La K; se calcula a partir de la ICso y la Kp conocida del radioligando (ecuacién de
Cheng y Prusoff).

En esta prueba, se encontré que el compuesto del ejemplo 1 proporcionaba una K; de > 20 uM con solo un 30% de
inhibicion de union especifica a una concentracion de 20 uM para el receptor 31y de 2.21 uM para el receptor 2. Se
encontré que la proporcion de union B+4/p2 era > 9.

A modo de comparacion, los valores encontrados para el arformoterol y el isomero (S, R) de formoterol fueron 0.155 uM
(B1), 0.004 uM (B2) y 41 (B1/B2), y 2.50 uM (B1), 0.075 uM (B2) y 33 (B1/B2), respectivamente.

Evaluacion de la actividad intrinseca (B2)

La actividad intrinseca de un compuesto de prueba se evalla evaluando su capacidad para aumentar la produccién de
cAMP a partir de los receptores B2 recombinantes humanos expresados en células CHO. Los datos se expresan como
% de respuesta en relacion con un aumento de cAMP inducido por procaterol.

Se encontré que el compuesto del ejemplo 1 tiene una actividad intrinseca del 71%.

A modo de comparacién, se descubrié que arformoterol y (S, R)-formoterol tenian actividades intrinsecas de 98% vy
91%, respectivamente.

Actividad adrenérgica de B+ y B2 (funcional)

El agonismo funcional en los receptores 1 adrenérgicos se demuestra mediante un efecto cronotrépico positivo en
auriculas derechas aisladas de cobayas Dunkin Hartley. La concentracion que da un 50% de efecto maximo es la ECsy.

El agonismo funcional en los receptores 32 adrenérgicos se demuestra por relajacion del tono espontaneo de la traquea
aislada de cobayas Dunkin Hartley. La concentracion que da un 50% de efecto maximo es la ECs.

En estos ensayos, no se pudo determinar una ECso para el compuesto del ejemplo 1 para el ensayo funcional 1 ya que
solo se observé un aumento del 32% en la frecuencia cardiaca a una concentracion de 30 uM. Sin embargo, se
encontré que el compuesto del ejemplo 1 tenia una ECso de 120 nM para el receptor 2. Se encontrdé que la proporcion
funcional B1/B2 era > 250.
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A modo de comparacion, los valores encontrados para arformoterol fueron 3 nM (+), 0.041 nM (B2) y 75.
Estabilidad en soluciones acuosas reguladas
Preparaciones de la solucion: para cada compuesto de prueba, se preparan las siguientes soluciones.

* La solucién A se prepara a partir de ~ 30 mg del compuesto de prueba en 150 mL de solucién reguladora de citrato
0.005 M, pH 5.0 (~ 0.2 mg/mL).

* La solucion B se prepara de la siguiente manera: aproximadamente 30 mL de alicuota de la solucién A se transfieren a
un recipiente separado y el pH de la solucion se ajusta a pH 3.0 con HCI 1 N (~ 0.2 mL).

* La solucion C se prepara de la siguiente manera: aproximadamente 30 mL de alicuota de solucion A se transfieren a
un recipiente separado y el pH de la solucion se ajusta a pH ~ 8,0 con NaOH 1 N (~ 0.2 mL).

Nota: Debido a que el volumen de HCI 1 N o NaOH 1 N usado para ajustar el pH era insignificante, la concentracion del
compuesto de prueba en las soluciones A, B y C era la misma.

Esquema de almacenamiento

» Tan pronto como se prepararon las soluciones anteriores, se transfirieron alicuotas de cada solucion a 11 viales, de los
cuales 9 viales se almacenaron a -20 °C, y cada uno se almacené a 30 °C y 40 °C, respectivamente.

» En cada intervalo enumerado a continuacion, se retiran dos viales del almacenamiento a -20 °C y se almacenan a 30
°C y 40 °C, respectivamente.

» Las semanas correspondientes en las condiciones de almacenamiento (30 °C o 40 °C) se muestran en la tabla a
continuacion.

Semana de retiro del vial 0 41810 (11|12

Semanas en condiciones de almacenamiento (30 °C040°C) |12 ({8 (4 |2 | 1 0

En la semana 12, el ultimo vial almacenado a -20 °C se retira y se calienta hasta la temperatura ambiente, que es la
solucion del dia 0.

Analisis de muestra: en la semana 12, todas las soluciones se ensayaron mediante un método de HPLC usando la
solucion del dia 0 a pH 5 como una solucién estandar. Los compuestos de prueba se analizaron mediante HPLC con
deteccion UV (consultar la tabla 1 para conocer las condiciones del método).

Tabla 1 Condiciones del método de HPLC

Parametro Detalle del método
Columna Zorbax SB C8
150 x 4.6 mm
Fase movil A Solucion reguladora de fosfato 0.027M

(pH 3.2)/ACN, 95/5, viv

Fase movil B Solucion reguladora fosfato 0.027M (pH
3.2)/ACN, 30/70, viv
Temp. de columna Ambiente
Temp. del muestreador 5°C
Volumen de inyeccién 5ul
Velocidad de flujo 1.0 mL/min
Longitud de onda PDA 200-350 nm
Tiempo de analisis 55 min

12
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Tabla de gradiente

Tiempo % A % B
(min)

0 100 0

10 90 10
25 80 20
35 65 35

47 0 100
50 100 0
55 100 0

Tabla 2 Estabilidad del compuesto del ejemplo 1 en solucion acuosa (% de concentracion inicial (0,20113 mg/mL) en pH

5.0 solucién reguladora de citrato)

Condicion pH 3.0 pH 5.0 ~pH8
Tiempo (sem) 30°C 40 °C 30°C 40 °C 30°C 40 °C
0 99.46 99.46 100.25 100.25 100.38 100.38
1 100.03 99.89 101.22 102.00 99.64 97.44
2 99.84 100.11 101.07 102.73 99.60 93.75
4 101.41 99.54 112.52* 102.94 96.62 86.72
8 100.33 99.18 107.12 122.32* 26.79* 72.25
12 100.29 97.17 107.75 112.61* 89.93 61.36

* Estos resultados estaban fuera de la tendencia, pero la causa era desconocida. Los altos resultados a pH 5 pueden

deberse a la evaporacion a temperatura elevada durante el almacenamiento.

Conclusién: A pH 3 o 5, se encontr6 que el compuesto del ejemplo 1 era muy estable durante al menos 12 semanas
cuando se almacena a 30 °C.
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Compuestos en la Tabla 3

QH

H H

M

CH4
HO OH
HM CH
0 Formula |

CH

H

M

HO cr//

Compuesto A

OH

=L

HO

HM

Compuesto B

En la tabla 3, los valores de K; se establecieron usando transportadores recombinantes humanos expresados en células
Rex16 (B1) o células CHO (B2). El K; para arformoterol en 2 fue de 3.76 nM. Para los compuestos en los que no se
proporcionan los valores de K;, el porcentaje de inhibicion de la unién especifica en la concentracion mas alta evaluada
se encuentra entre paréntesis. La actividad funcional de B1 ECso es la concentracion que dio como resultado un
aumento del 50% en la frecuencia auricular en relacién con la respuesta de isoproterenol 50 nM en las auriculas
aisladas de las cobayas Dunkin Hartley. Los valores entre paréntesis son el % de incremento en la frecuencia auricular
a una concentracion de 30 uM. El compuesto A (35%) y el compuesto B (31%) mostraron signos de antagonismo de B+
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a una concentracion de 30 uM. La actividad funcional de B2 ECsy es la concentracion que dio como resultado una
relajacion del 50% del tono espontaneo con respecto a una respuesta inducida por isoproterenol 15 nM en la traquea
aislada de cobayas Dunkin Hartley. La actividad intrinseca describe el aumento de cAMP en relacién con la respuesta
de procaterol en células CHO que expresan el adrenoceptor 32 humano. En la tabla 3, adrenoceptores a1 = a1,
transportador SERT = 5-HT y NT = no evaluado. En los resultados de la selecciéon secundaria, los compuestos se
evaluaron por su capacidad para inhibir la uniéon o actividad especifica (CYP450) en un panel de 72 ensayos. Los
objetivos indicados son solo aquellos en los que se determiné un enlace o actividad especifica > 50%.

La figura 1 muestra los efectos de N-[2-hidroxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[[(1R)-2-(4-hidroxifenil)-1-metiletillamino]
etillfenillacetamida, compuesto de férmula I,

BE=]
T

ZT

CHs
HO OH

HN CHj

Q
sobre los efectos inducidos de la acetilcolina (Ach) en la resistencia de las vias respiratorias. En la figura 1, se puede ver

que N-[2-hidroxi-5-[(1S)-1-hidroxi-2-[[(1R)-2-(4-hidroxifenil)-1-metiletilJamino]etil]fenillacetamida es eficaz contra la
broncoconstriccion.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de formula (1)
CH
E H
M
CHs
HO OH
HN CHgq
8}
(1)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Un procedimiento de la preparacion de
CH
B H
M

CHy
HO

OH

-

HN CHj

9]

que comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula general (I1)
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n\.\“\O

HN\][#,CH3
0

(11)

en la que P! representa un atomo de hidrogeno o un grupo protector de hidroxilo, con un compuesto de férmula general

(1
PINH
m
oP?

(1I1)

5 en la que P? representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de hidroxilo y P representa un grupo protector de
amina bencilica, para proporcionar un compuesto de férmula general (IV)

OH p3
; N
m\
PO op?
HN CH3
o]
(1V)

o una sal del mismo, seguido de la eliminacién de cualquier grupo protector P!, P2 y P3 y, si se desea, formar una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable.

10 3. Un compuesto de férmula general (1V)
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OH p3
- N
CHs
PO OP?
HN CHs
0
(IV)

o una sal del mismo, en la que P' y P? representan cada uno un atomo de hidrogeno o un grupo protector de hidroxilo, y
P3 representa un atomo de hidroégeno o un grupo protector de amina bencilica, con la condicién de que al menos uno de
P, P2y P3 represente un grupo protector.

4. Una composicion farmacéutica, que comprende un compuesto segun la reivindicacion 1 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

5. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 4, que comprende ademas un esteroide.

6. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5, en la que el esteroide es beclometasona, triamcinolona,
flunisolida, mometasona, budesonida o fluticasona.

7. Una composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que comprende ademas un
antagonista del receptor muscarinico.

8. Una composiciéon farmacéutica segun la reivindicacion 7, en la que el antagonista del receptor muscarinico es
ipratropio o tiotropio.

9. Una composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, que comprende ademas un
anticolinérgico.

10. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que el anticolinérgico es glicopirrolato.

11. Una composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10 que comprende ademas un
mucolitico.

12. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11, en la que el mucolitico es cromoglicato, acetilcisteina,
arginina o 2-mercaptoetanosulfonato.

13. Una composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 12, que comprende ademas un
agente antiinflamatorio.

14. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13, en la que el agente antiinflamatorio es un inhibidor del
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o dipeptidil peptidasa IV, y/o anticuerpos para interleucinas proinflamatorias tales
como IL4 e IL13.

15. El compuesto segun la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en terapia.

16. El compuesto segun la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para usar en el
tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o broncoconstriccién asociada con una enfermedad
obstructiva reversible de las vias respiratorias.

17. Uso de un compuesto segun la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la

fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o broncoconstriccion
asociada con una enfermedad obstructiva reversible de las vias respiratorias.
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