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SALES DE OXALATO CRISTALINAS DE UN COMPUESTO DIAMIDA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CAMPO DE LA INVENCION

5 La presente invencién se refiere a sales de oxalato
cristalinas novedosas de un compuesto diamida. Esta invencidn
también se refiere a composiciones ~farmacéuticas que
contienen dichas sales cristalinas; procesos e intermediarios
Utiles para preparar dichas sales cristalinas; y métodos de

10 uso de dichas sales cristalinas para, por ejemplo, tratar un

trastorno pulmonar.

ESTADO DEL ARTE

El documento WO 2010/123766 Al, publicado el 28 de
octubre de 2010, revela compuestos diamida que se espera sean
15 1utiles como agentes terapéuticos para tratar trastornos
pulmonares, tales como enfermedad pulmonar obstructiva
crdnica (COPD, por sus siglas en inglés Chronic Obstructive
Pulmonary Disease) y asma. Un compuesto. revelado en esta
solicitud es el 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
20  oxo-1,2-dihidroguinolin-5-il)etilamino]-
metil}fenilcarbamoil)butil]lmetilcarbamoilletil)piperidin-4-il
éster del acido Dbifenil-2-ilcarbamico, que tiene la

estructura quimica representada por la foérmula I:
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Los agentes terapéuticos usados para tratar trastornos
pulmonares por lo general se administran directamente en el
tracto respiratorio usando un dispositivo de inhalacién, tal
como un inhalador de polvo seco (DPI, por sus siglas en
inglés Dry Powder Inhaler), un inhalador de dosis medidas
(MDI, por sus siglas en inglés Metered-Dose Inhaler) o un
nebulizador para inhalacién. Cuando se formula un agente
terapéutico para uso en dichos dispositivos, es ventajoso
tener una forma cristalina estable del agente terapéutico que
pueda ser micronizada o de alguna otra manera formulada y
almacenada sin descomposicién significativa ni pérdida de la
cristalinidad. En particular, la forma cristalina no deberia
ser excesivamente higroscoépica o delicuescente. En forma
adicional, 1la forma cristalina deberia tener un punto de
fusidén relativamente alto (es decir, superior a
aproximadamente 130 °C) para minimizar la degradacidén térmica

durante el procesamiento y almacenamiento.
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No obstante, la formacidén de las formas cristalinas de
compuestos organicos es en gran medida impredecible. No
existen métodos confiables para predecir qué forma -de
haberla- de un compuesto orgdnico serd cristalina. Asimismo,
no .existen métodos para predecir qué forma cristalina -de
haberla- tendra las propiedades fisicas deseadas para uso en,
por ej., dispositivos de inhalacidén farmacéuticos.

Hasta el momento, ninguna forma cristalina del 1-(2-{[4-
(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilaminolmetil}-
fenilcarbamoil)butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il. éster
del acido bifenil-2-ilcarbdmico ha sido divulgada. Por
consiguiente, existe la necesidad de obtenexr una forma
cristalina estable de este compuesto. En particular, existe
la necesidad de obtener una forma cristalina, no
delicuescente, estable, que tenga un nivel aceptable de
higroscopicidad y un punto de fusidédn relativamente alto.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a sales de adicidn de
dcido oxdlico del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)butillmetilcarbamoilletil)p
iperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-ilcarbdmico en forma

cristalina en estado sdélido. Dichas sales de oxalato
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cristalinas incluyen las sales de solvato de isopropanol de
oxalato cristalinas y sales de hidrato de oxalato
cristalinas.

Se ha descubierto que ciertas sales de oxalato
cristalinas de la invencién son no delicuescentes y tienen
propiedades de higroscopicidad aceptables cuando se exponen a
humedad atmosférica. Asimismo, las sales de oxalato
cristalinas de 1la presente invencién tienen un punto de
fusidén relativamente alto de al menos aproximadamente 160 °C.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién
provee una sal de oxalato cristalina del 1-(2-{[4-{4-{[(R)-2-
hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}-
etil)piperidin—-4-il éster del &cido bifenil-2-ilcarbémico.

En una forma de realizacién, la sal de 9oxalato
cristalina de la invencidn es un solvato de isopropanol que
se caracteriza por un patrén de difraccidédn de rayos X en
polvo que comprende picos de difraccidén a valores 20 de
11.66+0.20, 15.75%0.20, 19.55+0.20, 23.0020.20 y 23.45%0.20.
Esta forma cristalina o polimorfo ha sido designada como
“Forma 1”.

En otra forma de realizaciédn, la sal de oxalato
cristalina de la invencién es un hidrato que se caracteriza

por un patrén de difraccidén de rayos X en polvo que comprende
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picos de difraccién a valores 206 de 15.3240.20, 16.90%0.20,
19.2540.20 vy 23.7340.20. Esta forma cristalina o polimorfo ha
sido designada como “Forma 2”.

En una forma de realizaciédn, la sal de ©oxalato
cristalina de la invencién es un hidrato preparado al exponer
una sal de oxalato <cristalina del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-
hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo~-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]lmetil} -
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del 4cido Dbifenil-2-ilcarbdmico a un rango de humedad
relativa de aproximadamente 80% a aproximadamente 100%
durante un periodo de aproximadamente 1 a aproximadamente 5
dias.

En otro aspecto, la presente invencidn provee una
composicién que comprende una sal de oxalato cristalina de la
invenciédn.

En una forma de realizacidén, la composicidén es una
composicién farmacéutica que comprende (a) una sal de oxalato
cristalina de la invencién Y (b) un portador
farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacidén, la composicidn es una
composicién farmacéutica que comprende (a) una sal de oxalato
cristalina de la invencién; (b) un agente antiinflamatorio

esteroideo, © una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
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del mismo; y (c) un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencidén provee una sal de
oxalato cristalina de la invencién para uso en terapia.

En una forma de realizacidédn, una sal de oxalato
cristalina de la invencidén se usa en el tratamiento de un
trastorno pulmonar. En una forma de realizacién particular,

el trastorno pulmonar es enfermedad pulmonar obstructiva

crénica. En otra forma de realizacidén particular, el

trastorno pulmonar es asma.

En una forma de realizacidén, la presente invencidn
provee un método para tratar un trastorno pulmonar. Dicho
método comprende administrar a un paciente una sal de oxalato
cristalina de la invencidn.

En otra forma de realizacidén, la presente invencidn
provee un método para tratar un trastorno pulmonar. Dicho
método comprende administrar a un paciente (a) una sal de
oxalato <c¢ristalina de la invencidén; y (b) un agente
antiinflamatorio esteroideo, o) una sal o} solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En incluso otra forma de realizacidn, la presente
invencién provee un método para producir broncodilatacidén en
un mamifero. Dicho método comprende administrar una sal de

oxalato cristalina de la invencién al mamifero mediante

inhalacién.

—
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En otra forma de realizacidén, la presente invencién
provee una sal de oxalato cristalina de la invencidn para uso
en la fabricacién de un medicamento.

Otros aspectos y formas de realizacidén de esta invenciédn
se revelan en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Varios aspectos de la presente invencidn se ilustran por
referencia a los dibujos adjuntos.

La FIG. 1 muestra un patrén de difraccidén de rayos X en
polvo (PXRD, por sus siglas en inglés Powder X-Ray
Diffraction) para una sal de solvato de isopropanol de
oxalato cristalina del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-{8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilaminolmetil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin—-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbadmico (Forma 1).

La FIG. 2 muestra una traza de calorimetria diferencial
de barrido (DSC, por sus siglas en 1inglés Differential
Scanning Calorimetry) para una sal de solvato de isopropanol
de oxalato cristalina 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 4&cido bifenil-2-ilcarbamico (Forma 1).

La FIG. 3 muestra una traza de analisis
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termogravimétrico (TGA, por sus siglas en 1inglés Thermal
Gravimetric Analysis) para una sal de solvato de isopropanol
de oxalato cristalina del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-
hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbamico (Forma 1).

La FIG. 4 muestra un patrdédn de difraccidn de rayos X en
polvo (PXRD) para una sal de hidrato de oxalato cristalina
del 1-(2-{[4-(4-{[ (R)=-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)butil] -
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbédmico (Forma 2).

La FIG. 5 muestra una traza de calorimetria diferencial
de Dbarrido (DSC) para wuna sal de hidrato de oxalato
cristalina del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbédmico (Forma 2).

La FIG. 6 muestra una traza de analisis
termogravimétrico (TGA) para una sal de hidrato de oxalato
cristalina del 1-(2-{[4-(4-{[ (R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-

oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
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il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbdmico (Forma 2).

La FIG. 7 muestra una traza para sorcidén de humedad
dinamica (DMS, por sus siglas en inglés Dynamic Moisture
Sorption) para una sal de hidrato de oxalato cristalina del
1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi~2-(8~hidroxi~-2-oxo-1,2-
dihidroguinolin-5-il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbamico (Forma 2).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a sales de adicidén de
acido oxadlico del 1-(2-{(4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2-dihidroquinoclin-5-
il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil)butil]lmetilcarbamoil}etil)p
iperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-ilcarbamico en forma
cristalina en estade sdélido, con inclusién de los solvatos de
isopropanol e hidratos de las mismas. Las sales de oxalato
cristalinas de la invencidn pueden estar presentes como una o
méds formas en estado sélido cristalinas, y la presente
invencién abarca todas dichas formas, con inclusién de las
mezclas de las formas, a menos que se indique lo contrario.

En una forma de realizacidén, la presente invencidn

provee una primera forma en estado sbélido de oxalato
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10
cristalina de la sal de adicién de 4&cido oxalico del
compuesto de fdérmula I, designada en la presente como “Forma
1”. La Forma 1 es una forma de solvato de isopropanol.

En otra forma de realizacidn, la presente invenciédn
provee una segunda forma en estado so6lido de oxalato
cristalina de la sal de adicién de acido oxé&lico del
compuesto de férmula I, designada en la presente como “Forma
2”. La Forma 2 es un hidrato.

El compuesto de férmula I contiene un centro guiral que
tiene 1la configuracidén (R). No obstante, las personas
versadas en el arte comprenderdn que pueden existir
cantidades menores del estereoisdmero (S) en las
composiciones de esta invencidédn, a menos que se indique 1lo
contrario, siempre que no se elimine ninguna utilidad de 1la
composicién en un todo a raiz de la presencia de dicho
isbdmero.

El compuesto de férmula I y los intermediarios del mismo
han sido denominados wusando la herramienta AutoNom del
programa informatico MDL® ISIS/Draw comercialmente disponible
(Symyx, Santa Clara, California).

Definiciones

Cuando se describen los compuestos, las composiciones,
los métodos y los procesos de esta invencidn, los siguientes

términos tienen los siguientes significados, a menos gue se
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indique lo contrario.

El término “punto de fusién” hace referencia a la
temperatura a la cual se observa el flujo de calor
endotérmico maximo mediante calorimetria diferencial de
barrido.

El término “micronizado/a” o “en forma micronizada” hace
referencia a las particulas en las cuales al mencs
aproximadamente 90% de 1las particulas tienen un didmetro
inferior a aproximadamente 10 pm.

El término “solvato” hace referencia a una asociacién,
tal como un complejo o un agregado, de una o mas moléculas de
un soluto; es decir, una sal de oxalato del compuesto de
férmula I, y una o mas moléculas de un solvente. Los
solventes representativos incluyen, a modo de ejemplo, agua e
isopropanol. Cuando el solvente es agua, el solvato formado
es un hidrato.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” hace
referencia a wuna cantidad suficiente para efectuar un
tratamiento cuando se administra a un paciente que necesita
tratamiento.

El término “tratar” o “tratamiento” hace referencia a:

(a) evitar que ocurra una enfermedad o afeccidédn médica;

es decir, tratamiento profildctico de un paciente o

sujeto;

306012
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(b} mejorar una enfermedad o afeccidén médica; es decir,
‘eliminar o causar la regresidn de la enfermedad o
afeccién médica en un paciente;

(c) suprimir wuna enfermedad o afecciédn médica; es
decir, ralentizar o contrarrestar el desarrollo de
la enfermedad o afeccidn médica en un paciente; o

(d) aliviar los sintomas de una enfermedad o afeccién
médica en un paciente.

El término “forma de dosis unitaria” hace referencia a
una unidad fisicamente discreta, adecuada para administracién
a un paciente; es decir, cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de un agente terapéutico calculada para
producir un efecto terapéutico ya sea en forma individual o
en combinacién con una o mas unidades adicionales. Por
ejemplo, dichas formas de dosis unitarias pueden ser capsulas
para inhalador de polvo seco, una dosis medida a partir de un
inhalador de dosis medidas, cépsulas, comprimidos, pildoras,
y similares.

Sales de oxalato cristalinas representativas de la invencidn

Se ha descubierto que las sales de oxalato cristalinas
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 &cido bifenil-2-ilcarbamico existen en al menos dos
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formas cristalinas diferentes. A los efectos de esta
invencidén, estas formas se identifican en la presente como
Forma 1 y Forma 2.

La Forma 1 es un solvatoc de 1isopropanol gque se
caracteriza por un patrdén de difraccidén de rayos X en polvo
{(PXRD) que tiene picos de difraccidédn significativos, entre
otros picos, a valores 26 de aproximadamente 11.66%0.20,
15.75%20.20, 19.55%£0.20, 23.00+0.20 y 23.45%20.20. La Forma 1
tiene una traza de calorimetria diferencial de barrido (DSC)
que exhibe un pico en flujo de calor endotérmico a una
temperatura de aproximadamente 162 °C a aproximadamente 164
°C, por ej., a aproximadamente 163.3 °C. La Forma 1 comprende
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 equivalentes molares de
isopropanol por equivalente molar de sal de oxalato del
compuesto de férmula I, con inclusidén de aproximadamente 1.25
a aproximadamente 1.75 equivalentes molares, tal como 1.5
equivalentes molares.

La Forma 2 es un hidrato que se caracteriza por un
patrén de difraccidén de rayos X en polvo (PXRD) que tiene
picos de difraccién significativos, entre otros picos, a
valores 26 de aproximadamente 15.32%£0.20, 16.90%0.20,
19.2540.20 vy 23.73%#0.20. La Forma 2 tiene wuna traza de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) que exhibe un pico

en flujo de <calor endotérmico a una temperatura de
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aproximadamente 162 °C a aproximadamente 164 °C, por eij., a
aproximadamente 162.6 °C. La Forma 2 comprende
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 equivalentes molares de
agua por equivalente molar de sal de oxalato del compuesto de
férmula I, con inclusién de aproximadamente 1.5 a
aproximadamente 2 equivalentes molares.

Las sales de oxalato cristalinas de esta invencidn
contienen tipicamente entre aproximadamente 0.90 Y%
aproximadamente 1.10 equivalentes molares de 4acido oxalico
por equivalente molar del compuesto de férmula I; inclusive
entre aproximadamente 0.95 \% aproximadamente 1.05
equivalentes molares de acido oxadlico por equivalente molar
del compuesto de férmula I. En una forma de realizacidn
particular, la sal de Aacido oxdlico de -esta 1invencidn
contiene aproximadamente 1 equivalente molar de acido oxalico
por equivalente molar del compuesto de férmula TI. La
relacién molar se determina usando métodos convencionales,
tales como RMN '3C, anédlisis elemental, anadlisis iénico o
HPLC.

Las sales de oxalato cristalinas de esta invencidn se
preparan tipicamente usando &acido oxdlico o é&cido oxdlico
dihidratado y 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-
1,2-dihidroguinolin-5-il)etilamino]lmetil}-

fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
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del acido bifenil-2-ilcarbamico. El1 &cido oxdlico y A&cido
oxalico dihidratado se encuentran disponibles a nivel
comercial, por ej., a través de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
El 1-(2-{[4-(4-{[ (R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-
il)etilaminojmetil}fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}-
etil)piperidin-4-il éster del 4acido bifenil-2-ilcarbamico
empleado en esta invencidén se puede preparar facilmente a
partir de materiales de inicio y reactivos disponibles a
nivel comercial usando los procedimientos descritos en 1los
Ejemples que se enuncian mas adelante, o© al usar 1los
procedimientos descritos en la solicitud estadounidense del
mismo solicitante descrita en la seccidén de antecedentes de
esta solicitud.

Los métodos o procesos para preparar las sales de
oxalato cristalinas de esta invencién se proveen en los
Ejemplos. Tipicamente, el 1-(2-{[4-(4-{[(R)~2~hidroxi~-2-(8-
hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroguinolin-5-il)etilamino]metil}-
fenilcarbamoil)butil]lmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-ilcarbdmico se pone en contacto con
aproximadamente 0.90 a aproximadamente 1.1 equivalentes
molares, tal como 1.0 equivalente molar, de acido oxalico o
acide oxélico dihidratado en un diluyente. Por lo general,

esta reaccidén se realiza a una temperatura en el rango de
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aproximadamente 0 °C a aproximadamente 60 °C; inclusive de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 35 °C, tal como de
aproximadamente 25 °C a aproximadamente 30 °C. Los diluyentes
inertes adecuados para esta reaccidén incluyen, mas no se
limitan a, metanol, isopropanol, y similares, con un
contenido opcional de égua. Opcionalmente, la mezcla de
reaccidén se puede someter a sonicacidén usando un equipo
convencional para facilitar la cristalizacién.

Un proceso para preparar una sal de oxalato cristalina
de esta invencidén puede incluir, opcionalmente, el uso de un
cristal semilla para producir predominantemente una forma
cristalina particular. Por ejemplo, al wusar un cristal
semilla de Forma 2, es posible preparar sal de hidrato de
oxalato cristalina que tiene esencialmente la misma forma que
el cristal semilla; es decir, la Forma 2. Dichos cristales
semilla se pueden usar cuando se forma inicialmente la sal de
oxalato cristalina de 1la invencién o se pueden usar para
recristalizar una forma cristalina o parcialmente cristalina.

Tipicamente, los cristales semilla se preparan mediante
cristalizacién lenta sin agitacién y sin aplicacidén de
enfriamiento. A modo de ilustracién, a fin de obtener
cristales semilla, el compuesto de fdérmula I se disuelve
tipicamente en un diluyente a una temperatura suficiente para

brindar disolucién. Por ejemplo, el compuesto de fdérmula I se
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disuelve en agua caliente al 10% (v/v) en metanol y luego se
deja enfriar a temperatura ambiente. Se permite que esta
solucidén se evapore lentamente para obtener wuna sal de
oxalato cristalina de la invencidén. Los cristales resultantes
se alslan mediante filtracién u otro medio convencional. En
forma alternativa, 1los cristales semilla se pueden obtener a
partir de una preparacidén previa de material cristalino.

Se ha encontrado que la cristalinidad de la Forma 2
mejora cuando el material <cristalino se almacena a
temperatura ambiente bajo alta humedad. Por ejemplo, cuando
se almacend una muestra de Forma 2 a temperatura ambiente a
84% de humedad relativa, la cristalinidad mejordé en un
periodo de aproximadamente 5 dias segun se midid a través del
patrédn de PXRD de la muestra.

Composiciones, combinaciones y formulaciones

Las sales de oxalato cristalinas de esta invencidén se
pueden combinar con otros materiales, tales como agentes
terapéuticos, portadores, excipientes, diluyentes, solventes,
y similares, para formar las composiciones.

En una forma de realizacidén, una sal de oxalato
cristalina de la invencién se formula con un portador o
excipiente para formar una composicién o formulacidén
farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas tipicamente

contienen una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal
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de oxalato cristalina de la invencién. En algunos casos, no
obstante, la composicién farmacéutica puede contener mas de
una cantidad terapéuticamente efectiva, por ej., una
composicidén basica concentrada; o menos de una cantidad
terapéuticamente efectiva, por ej., una forma de dosis
unitaria destinada a la administracidén de dosis multiples.

La composicién farmacéutica tipicamente contiene desde
aproximadamente 0.01 hasta aproximadamente 95% en peso de una
sal de oxalato cristalina de 1la invencién; inclusive, por
ejemplo, desde aproximadamente 0.05 hasta aproximadamente 30%
en peso, o desde aproximadamente 0.1 hasta aproximadamente
10% en peso.

Dichas composiciones farmacéuticas se pueden preparar
usando portadores o excipientes convencionales. La eleccidn
de un portador o excipiente particular, o combinaciones de
portadores o excipientes, dependerd de varios factores, tales
como el modo de administracién, o la enfermedad o afeccidn
médica que esta siendo tratada. Muchos portadores vy
excipientes adecuados para preparar composiciones
farmacéuticas se encuentran disponibles a nivel comercial.
Por ejemplo, los materiales se pueden adquirir a través de
Sigma (St. Louis, MO). Los procedimientos y materiales para
preparar composiciones farmacéuticas adecuadas para un modo

de administracién particular se describen en las artes
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farmacéuticas, con inclusién de, por ejemplo, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20 Edicién, Lippincott
Williams & White, Baltimore, Maryland (2000); y H.C. Ansel y
colaboradores, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, 7™ Edicién, Lippincott Williams & White, Baltimore,
Maryland (1999).

Los ejemplos representativos de portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen, mas no se limitan a:
(1) azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2)
almidones, tales como almidén de maiz y almidén de papa; (3)
celulosa, y sus derivados, tales como carboximetil celulosa
sdédica, etil celulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto
en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) aceites y
ceras solidificados, tales como manteca de cacao y ceras para
supositorios; (9) aceites liquidos (a temperatura ambiente),
tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn,
aceite devcértamo, acelte de sésamo, aceite de oliva, aceite
de maiz vy aceite de soja; {(10) glicoles, tales como
propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina,
sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales
como etil oleato y etil laurato; (13) agar; (14) tampones o
buffers, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; (15) é&cido alginico; (16) agua libre de pirdgeno;

(17) solucién salina isotdnica; (18) solucidén de Ringer; (19)
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alcohol etilico; (20) soluciones tamponada con fosfato; (21)
gases propelentes comprimidos, tales como clorofluorocarbonos
e hidrofluorocarbonos; y (22) otras sustancias compatibles no
téxicas empleadas en las composiciones farmacéuticas.

La composicidén farmacéutica se prepara tipicamente al
mezclar o combinar intima y totalmente una sal de oxalato
cristalina de la invencién con un portador farmacéuticamente
aceptable y cualesquiera otros ingredientes opcionales. De
ser necesario o deseado, la mezcla uniformemente combinada
resultante puede entonces tomar forma ¢} cargarse en
comprimidos, capsulas, pildoras, bidones, cartuchos,
dispensadores y similares usando procedimientos y equipos
convencionales.

En una forma de realizacién, la composicién farmacéutica
es adecuada para la administracidén por inhalacidén. Las
composiciones farmacéuticas para la administracidén por
inhalacién se encuentran tipicamente bajo 1la forma de un
aerosol o un polvo. Dichas composiciones por lo general se
administran usando dispositivos de suministro por inhalaciédn,
tales como un inhalador de dosis medidas (MDI), un inhalador
de polvo seco (DPI), un nebulizador para inhalacién, o un
dispositivo de suministro similar.

En una forma de realizacidn particular, la composicidn

farmacéutica se administra por inhalacién usando un inhalador
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de polvo seco. Dichos inhaladores de polvo seco tipicamente
administran la composicidédn farmacéutica como un polvo de
flujo libre que se dispersa en el torrente aéreo del paciente
durante la inspiracién. A fin de alcanzar una composicién en
polvo de flujo libre, el agente terapéutico se formula
tipicamente con un excipiente adecuado tal como lactosa,
almiddén, manitol, dextrosa, &acido poliléactico (PLA, por sus
siglas en inglés Polylactic Acid), &cido polilactico-co-
glicdélico (PLGA, por sus siglas en 1inglés Polylactide-Co-
Glycolide} o combinaciones de los mismos. Tipicamente, el
agente terapéutico es micronizado y combinado con un portador
adecuado para formar una composicidn adecuada para
inhalacidén. Por consiguiente, en una forma de realizaciédn, la
sal de oxalato cristalina de 1la invencidn se encuentra en
forma micronizada.

Una composicidén farmacéutica representativa para uso en
un inhalador de polvo seco comprende lactosa y una sal de
oxalato cristalina de la invencién en forma micronizada.
Dicha composicidén en polvo seco se puede formar, por ejemplo,
al combinar lactosa molida en seco con el agente terapéutico
y luego combinar en seco los componentes. La composicién
luego se carga tipicamente en un dispensador de polvo seco, ©
en cartuchos o cépsulas para inhalacién para uso con un

dispositivo de suministro de polvo seco.
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Los dispositivos de suministro para inhalacién de polvo
seco adecuados para administrar agentes terapéuticos mediante
inhalacidén se describen en el arte, y los ejemplos de dichoé
dispositivos se encuentran disponibles a nivel comercial. Por
ejemplo, los productos o dispositivos de suministro para

inhalacién de polvo seco representativos incluyen Aeolizer

(Novartis); Airmax (IVAX); ClickHaler (Innovata Biomed):;
Diskhaler (GlaxoSmithKline) ; Diskus/Accuhaler
(GlaxoSmithKline); Easyvhaler (Orion Pharma) ; Eclipse
(Aventis); FlowCaps (Hovione) ; Handihaler (Boehringer
Ingelheim); Pulvinal (Chiesi); Rotahaler (GlaxoSmithKline);

SkyeHaler/Certihaler {SkyePharma) ; Twisthaler (Schering-
Plough); Turbuhaler (AstraZeneca); Ultrahaler (Aventis); vy
similares.

En otra forma de realizacidén particular, la composicién
farmacéutica se administra mediante inhalacidédn usando un
inhalador de dosis medidas. Dichos inhaladores de dosis
medidas tipicamente descargan una cantidad medida de un
agente terapéutico usando un gas propelente comprimido. Por
consiguiente, las composiciones farmacéuticas administradas
usando un inhalador de dosis medidas tipicamente comprenden
una solucidén o suspensidén del agente terapéutico en un
propelente licuado. Es posible emplear cualquier propelente

licuado, con inclusidén de hidrofluorcalcanos (HFAs), tales
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como -1,l,l,2—tetrafluoroetano (HFA 134a) vy 1,1,1,2,3,3,3-
heptafluoro-n-propano, (HFA 227); 'y clorofluorocarbonos,
tales como CC1l3F. En una forma de realizacidén particular, el
propelente es hidrofluoroalcanos. En algunas formas de
realizacidédn, la formulacidn de hidrofluorocalcanos contiene un
co-solvente, tal como etanol o pentano, y/0 un agente
tensoactivo, tal como trioleato de sorbitdn, acido oleico,
lecitina y glicerina.

Una composicién farmacéutica representativa para uso en
un inhalador de dosis medidas comprende desde aproximadamente
0.01% hasta aproximadamente 5% en peso de una sal de oxalato
cristalina de 1la invencién; desde aproximadamente 0% hasta
aproximadamente 20% en peso de etanol; Y% desde
aproximadamente 0% hasta aproximadamente 5% en peso de agente
tensoactivo; donde el resto es un propelente de HFA. Dichas
composiciones se preparan tipicamente al agregar
hidrofluorocalcano enfriado o presurizado a un recipiente
adecuado que contiene el agente terapéutico, etanol (de estar
presente) y el agente tensocactivo (de estar presente). Para
preparar una suspensién, el agente terapéutico es micronizado
y luego combinado con el propelente. La composicidn luego se
carga en un cartucho de aerosol, que tipicamente forma una
porcidén del dispositivo inhalador de dosis medidas.

Los dispositivos inhaladores de dosis medidas adecuados
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para administrar agentes terapéuticos mediante inhalacidén se
describen en el arte, y los ejemplos de dichos dispositivos
se encuentran disponibles a nivel comercial. Por ejemplo, los
productos o dispositivos inhaladores de dosis medidas

representativos incluyen el sistema inhalador AeroBid (Forest

Pharmaceuticals); el aerosol de inhalacién Atrovent
(Boehringer Ingelheim); Flovent (GlaxoSmithKline); el
inhalador Maxair (3M); el inhalador Proventil (Schering); el
aerosol de inhalacién Serevent (GlaxoSmithKline); \Y%
similares.

En otra forma de realizacidbébn particular, la composicidn
farmacéutica se administra mediante inhalacién wusando un
nebulizador para inhalacidn. Dichos dispositivos
nebulizadores tipicamente producen una corriente de aire de
alta velocidad que causa que la composicién farmacéutica se
pulverice como un rocio transportado en el tracto
respiratorio del paciente. Por consiguiente, cuando se
formula para uso en un nebulizador para inhalacidn, el agente
terapéutico se puede disolver en un portador adecuado para
formar una soluciédn. En forma alternativa, el agente
terapéutico puede ser micronizado y combinado con un portador
adecuado para formar una suspensién de particulas
micronizadas.

Una composicidén farmacéutica representativa para uso en
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un nebulizador para inhalacidén comprende una suspensiodn
acuosa isotdédnica que comprende desde aproximadamente 0.05
ug/mL hasta aproximadamente 10 mg/mL de una sal de oxalato
cristalina de la invencién en forma micronizada. En una forma
de realizacién, la solucidén tiene un pH de aproximadamente 4
a aproximadamente 6.

Los dispositivos nebulizadores adecuados para
administrar agentes terapéuticos mediante 1nhalacidn se
describen en el arte, y los ejemplos de dichos dispositivos
se encuentran disponibles a nivel comercial. Por ejemplo, los
productos o dispositivos nebulizadores representativos
incluyen el inhalador Respimat Softmist (Boehringer
Ingelheim); el sistema de suministro pulmonar AERxXx (Aradigm
Corp.):; el nebulizador reutilizable PARI LC Plus (Pari GmbH);
y similares.

Si se desea, es posible administrar una sal de oxalato
cristalina de la invencién en combinacién con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales. En este aspecto de la
invencién, una sal de oxalato cristalina de la invencidn se
mezcla fisicamente con el otro agente terapéutico para formar
una composicién que contiene ambos agentes; o bien cada
agente se administra por separado al paciente ya sea en forma
simultanea o secuencial.

Por ejemplo, una sal de oxalato cristalina de la
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invencidén se puede combinar con un segundo agente terapéutico
usando procedimientos y equipos convencionales para formar
una composicién que comprende la sal de oxalato cristalina de
la invencién y el segundo agente terapéutico. En forma
adicional, los agentes terapéuticos se pueden combinar con un
portador farmacéuticamente aceptable para formar una
composicidén farmacéutica que comprende una sal de oxalato
cristalina de la invencidn, un segundo agente terapéutico y
un portador farmacéuticamente aceptable. En esta forma de
realizacién, los componentes de la composicidén se mezclan o
combinan tipicamente para crear una mezcla fisica. La mezcla
fisica luego se administra a un paciente usando cualquiera de
las vias descritas en la presente.

En forma alternativa, los agentes terapéuticos pueden
permanecer separados y distintos antes de la administracidn
al paciente. En esta forma de realizacién, 1los agentes
terapéuticos no se mezclan fisicamente Jjuntos antes de 1la
administracidén sino que se administran en forma simultdnea o
secuencial como agentes o composiciones separados. Por
ejemplo, una sal de oxalato cristalina de 1la invencidn se
puede administrar mediante inhalacién en forma simulténea o
secuencial con otro agente terapéutico usando un dispositivo
de suministro para inhalacién gque emplea compartimientos

separados (por ej. envases blister) por cada agente
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terapéutico. En forma alternativa, la combinacidén se puede
administrar usando dispositivos de suministro separados; es
decir, un dispositivo de suministro por <cada agente
terapéutico. En forma adicional, los agentes terapéuticos se
pueden administrar mediante vias de administracién
diferentes; es decir, uno por inhalacién y el otro por via
oral.

Cualquier agente terapéutico compatible con la sal de
oxalato «cristalina de la invencidén se puede usar en
combinacién con dicha sal. En wuna forma de realizacién
particular, el segundo agente terapéutico es un agente que se
administra de manera efectiva mediante inhalacidén. A modo de
ilustracidn, los tipos representativos de agentes
terapéuticos que se pueden usar incluyen, mas no se limitan
a: agentes antiinflamatorios, tales como agentes
antiinflamatorios esteroideos (inclusive corticostercides vy
glucocorticoides), agentes antiinflamatorios no esteroideocs
(NSAIDs, por sus siglas en 1inglés Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Agents), e inhibidores de PDEy;
bronccodilatadores, tales Ccomo inhibidores de PDE3,
moduladores de adenosina 2b y agonistas de los receptores
adrenérgicos Bo agentes anti-infectivos, tales como
antibidéticos Gram-positivos, antibidéticos Gram-negativos, vy

agentes antivirales; antihistaminas; inhibidores de proteasa;
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bloqueadores aferentes, tales como agonistas D, y moduladores
de neuroquinina; y antagonistas de receptores muscarinicos
(agentes anticolinérgicos). En el arte se conocen numerosos
ejemplos de dichos agentes terapéuticos. Las dosis adecuadas
para estos otros agentes terapéuticos también son conocidas
en el arte y tipicamente abarcan desde aproximadamente 0.05
pg/dia hasta aproximadamente 500 mg/dia. En una forma de
realizacién, el segundo agente terapéutico es util para
tratar un trastorno pulmonar.

En una forma de realizacidén particular, una sal de
oxalato cristalina de la invencién se administra en
combinacién con un agente antiinflamatorio esteroideo. Los
agentes antiinflamatorios esteroideos representativos
incluyen, mas no se limitan a: dipropionato de beclometasona;
budesonida; propionato de butixocort; 20R-160a, 17—
[butilidenobis(oxi)]-6c, 9u~difluoro-11B-hidroxi-17p3-
(metiltio)androsta-4-en-3-ona (RPR-106541) ; ciclesonida;
dexametasona; S-fluorometil éster del Aacido 6«, 9a-difluoro-
11B-hidroxi-16a-metil-17a~-[(4-metil-1,3-tiazol-5-
carbonil)oxi]—3—oxoandrosté—l,4—dieno—l7B—carbotioico; S-
fluorometil éster del acido 6o, 9a-difluoro-17a-[ (2~
furanilcarbonil)oxi]-11f-hidroxi-1l6a-metil-3-oxoandrosta-1,4-
dieno-17R~-carbotioico; (S)-(2-oxotetrahidrofuran-3S-il) éster

del acido 6a, Sa—difluoro-11p-hidroxi-1l6a-metil-3-oxo-17ua-
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propioniloxiandrosta-1,4-dieno-178~-carbotioico; flunisolida;
furocato de fluticasona; propionato de fluticasona; metil
prednisolona; furoato de mometasona; prednisclona;
prednisona; rofleponida; ST-126; triamcinolona acetédnido; vy
similares, y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables de
los mismos. Dichos agentes antiinflamatorios esteroideos se
encuentran disponibles a nivel comercial o se pueden preparar
usando procedimientos 3% reactivos convencionales. Por
ejemplo, la preparacidn y el uso de los agentes
antiinflamatorios esteroideos se describen en 1la patente
estadounidense No. 6.537.983, concedida el 25 de marzo de
2003; la patente estadounidense No. 6.750.210 B2, concedida
el 15 de junio de 2004; 1la patente estadounidense No.
6.759.398 B2, concedida el 6 de julio de 2004; la patente
estadounidense No. 6.858.596 B2, concedida ei 22 de febrero
de 2005; la ©patente estadounidense No. 7.101.866 B2,
concedida el 5 de septiembre de 2006; y las referencias
citadas en las mismas.

Cuando se emplea, el agente antiinflamatorio esteroideo
se administra tipicamente en una cantidad que produce un
efecto terapéuticamente beneficioso cuando se co-administra
con una sal de oxalato cristalina de la invencién.
Tipicamente, el agente antiinflamatorio esteroideo se

administra en wuna cantidad suficiente para proveer desde
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aproximadamente 0.05 g hasta aproximadamente 500 ug del
agente por dosis.
Las composiciones farmacéuticas representativas
incluyen, mas no se limitan a, los siguientes ejemplos:

A. Composicidn en polvo seco

Una sal de oxalato <cristalina micronizada de la
invencidén (100 mg) se combina con lactosa molida en seco (25
g). Esta mezcla combinada 1luego se <carga en blisteres
individuales de un envase Dblister desprendible en una

cantidad suficiente para proveer aproximadamente 10 pug hasta

aproximadamente 500 pg de una sal de oxalato cristalina de la
invencién por dosis. Los contenidos de los blisteres se
administran usando un inhalador de polvo seco.

B. Composicidédn en polvo seco

Una sal de 9oxalato «cristalina micronizada de 1la
invencién (1 g) se combina con lactosa molida en seco (200 g)
para formar una composicidén basica que tiene una relacidén en
peso de sal de oxalato cristalina respecto de lactosa de
1:200. La composicién combinada se envasa en un dispositivo
de inhalacidén de polvo seco capaz de suministrar entre
aproximadamente 10 pg y aproximadamente 500 pg de una sal de
oxalato cristalina de la invencién por dosis.

C. Composicidédn en polvo seco

Una sal de oxalato cristalina micronizada de la

306031
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invencién (100 mg) y un agente antiinflamatorio esteroideo
micronizado (500 mg) se combinan con lactosa molida en seco
(30 g). Esta mezcla combinada luego se carga en blisteres
individuales de un envase blister desprendible en uné

cantidad suficiente para proveer desde aproximadamente 10 ug

hasta aproximadamente 500 pg de una sal de oxalato cristalina
de la invencién por dosis. Los contenidos de los blisteres se
administran usando un inhalador de polvo seco.

D. Composicidédn para inhalador de dosis medidas

Una sal de oxalato cristalina micronizada de 1la
invencidén (10 g) se dispersa en una solucidén preparada al
disolver lecitina (0.2 g) en agua desmineralizada (200 mL).
La suspensidén resultante se seca por aspersién y luego se
microniza para formar una composicidén micronizada que
comprende particulas que tienen un didmetro promedio inferior
a aproximadamente 1.5 um. La composicidédn micronizada luego se
carga en cartuchos para inhaladores de dosis medidas que
contienen 1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado en una
cantidad suficiente para proveer desde aproximadamente 10 pg
hasta aproximadamente 500 pg de una sal de oxalato cristalina
de la invencidén por dosis cuando se administra mediante un
inhalador de dosis medida.

Utilidad

El  1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2~

006332
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dihidroquinolin-5-
il)etilaminolmetil}fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}-
etil)piperidin-4-i1 éster del &cido bifenil-2-ilcarbdmico
posee actividad tanto como agonista de 1los Treceptores
adrenérgicos [, cuanto como antagonista de los receptores
muscarinicos vy, por esta razdén, se espera gque una sal de
oxalato de este compuesto sea Util como agente terapéutico
para tratar afecciones médicas mediadas por los receptores
adrenérgicos B, o los receptores muscarinicos; es decir,
afecciones médicas que mejoran mediante el tratamiento con un
agonista de los receptores adrenérgicos B; o un antagonista de
los receptores muscarinicos.

Dichas afecciones médicas son conocidas en el arte y se
ejemplifican, por ejemplo, mediante las ensefianzas de Eglen y
colaboradores, Muscarinic Receptor Subtypes: Pharmacology and
Therapeutic Potential, DN&P 10(8), 462-469 (1997); Emilien y
colaboradores, Current Therapeutic Uses and Potential of
beta-Adrenoceptor Agonists and Antagonists, European J.
Clinical Pharm., 53(6), 389-404 (1998); vy las referencias
alli citadas. Por ejemplo, dichas afecciones médicas
incluyen, a modo de ilustracién, enfermedades o trastornos
pulmonares asociados con obstruccién reversible de las vias
respiratorias, tal como enfermedad pulmonar obstructiva

crbnica, asma, bronquitis, enfisema, fibrosis pulmonar, vy
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similares. En el arte se conoce que la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, o COPD, incluye una variedad de
afecciones respiratorias, con inclusién de bronquitis
obstructiva crénica y enfisema, segun lo ejemplificado por
las ensefianzas de Barnes, Chronic Obstructive Pulmonary
Disease, N. Engl. J. Med., 2000: 343:269-78, y referencias
alli <citadas. Otras afecciones incluyen parto prematuro,
depresiédn, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedades de
la piel (por ej., enfermedades de la piel inflamatorias,
alérgicas, psoriasicas y proliferativas), afecciones en las
que se desea disminuir la acidez estomacal (por ej., ulcera
péptica y géstrica) y enfermedad de desgaste muscular.

En un aspecto, esta invencidén provee una sal de oxalato
cristalina de la invencién para uso en terapia. Por ejemplo,
una sal de oxalato cristalina de la invencidn se puede usar
para tratar un trastorno pulmonar, tal como enfermedad
pulmonar obstructiva crdénica o asma.

Cuando se usa para tratar un trastorno pulmonar, la sal
de oxalato cristalina de esta invencién se administra a un
paciente que necesita tratamiento. En una forma de
realizacién, la sal de oxalato <cristalina se administra
mediante inhalacidén. La sal de oxalato cristalina de 1la
invencién se puede administrar en multiples dosis por dia

(por ej., dos o tres veces por dia, b.i.d. o t.i.d.), en una
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dosis por dia (una unica dosis diaria, g.d.), en una dosis
Unica por semana, © segun sea necesario. Por lo general, la
dosis para tratar un trastorno pulmonar se encuentra en el
rango que abarca desde aproximadamente 10 ug/dia hasta
aproximadamente 1000 pg/dia.

Cuando se administran a un mamifero mediante inhalaciédn,
las sales de oxalato cristalinas de esta invencién
tipicamente producen broncodilatacién y, de esta manera, las
sales de oxalato cristalinas de esta invenciédn son utiles
como agentes para producir broncodilatacién en un mamifero,
tal como un humano, perro, cobayo, rata, y similares. En esta
forma de realizacién, la sal de oxalato cristalina de la
invencién se administra al mamifero tipicamente mediante
inhalacién en una cantidad que produce broncodilatacién. En
general, la dosis para producir broncodilatacidén se encuentra
en el rango que abarca desde aproximadamente 0.25 ug/kg hasta
aproximadamente 20 ug/kg.

Cuando se usan como agente terapéutico, las sales de
oxalato <cristalinas de esta invencién se administran
opcionalmente en combinacién con uno O Mmas agentes
terapéuticos adicionales. En particular, al administrar una
sal de oxalato cristalina de esta invencidén con un agente
antiinflamatorio esteroideo, es posible alcanzar terapia

pulmonar triple -es decir, actividad agonista de los

806073
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receptores adrenérgicos f,, actividad antagonista de los
receptores muscarinicos y actividad antiinflammatoria=- usando
solamente dos agentes terapéuticos. Como las composiciones
farmacéuticas (y combinaciones) que contienen dos agentes
terapéuticos son tipicamente mas féciles de formular vy/o
administrar en comparacién con las composiciones que
contienen tres agentes terapéuticos, dichas composiciones de
dos componentes brindan una ventaja significativa por sobre
las composiciones que contienen tres agentes terapéuticos.
Por consiguiente, en una forma de realizacién particular, las
composiciones farmacéuticas, combinaciones y métodos de esta
invencién comprenden, ademds, un agente antiinflamatorio
esteroideoc o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo.

Las propiedades y la utilidad de estas sales de oxalato
cristalinas de esta invencidén se pueden demostrar usando
varios ensayos in vitro e in vivo conocidos para las personas
versadas en el arte. Por ejemplo, los ensayos representativos
se describen en los siguientes Ejemplos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se brindan para ilustrar varias
formas de realizacidén y aspectos representativos de esta
invencién, y no estdn destinados a limitar el alcance de esta

invencién en forma alguna, a menos que se 1indique
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especificamente.
Todos los reactivos, materiales de inicio y solventes
usados en los siguientes ejemplos fueron adquiridos a través
de proveedores comerciales (tales como Sigma-Aldrich Chemical

Company, St. Louis, MO) vy fueron wusados sin purificacién

adicional, a menos gque se indique lo <contrario. Las
siguientes abreviaturas se usan para los diluyentes: DCM =
diclorometano; DMF = N,N-dimetilformamida; DMSO = dimetil
sulféxido; EtOAc = etil acetato; MeOH = metanol; y THF =
tetrahidrofurano.

Los espectros de RMN 'H fueron registrados en un
espectrdmetro Varian AS400 de 400 MHz, a menos que se indique
lo contrario. Los cambios quimicos se informan como valores
en ppm con relacién a tetrametilsilano (TMS) como estandar
interno. Las constantes de acoplamiento (valores J) se
brindan en hertz (Hz) vy las multiplicidades se informan
usando las siguientes abreviaturas: s = singlete, d =
doblete, t = triplete, g = cuarteto, m = multiplete, br =
ancho, nd = no determinado.

Condiciones de cromatografia liquida - espectroscopia de

masas (LC-MS)

Los datos de cromatografia liquida - espectroscopia de
masas LC-MS (por sus siglas en inglés Liquid Chromatography

Mass Spectroscopy) se obtuvieron usando un sistema de

80G027
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cromatografia liquida Agilent 1100 - bomba binaria G1312A
(Agilent Technologies), wuna columna ZORBAX Bonus-RP de
resolucién ripida Rx de 3.5 um (tamafioco de particula de
3.5 um; 2.1 mm X 50 mm) (Agilent Technologies) y
espectrémetro de masas LC/MS con cuadrupolo unico API 150EX
(Perkin-Elmer Sciex Instruments). Los sistemas solventes
usados fueron:
Solvente A: 98% de agua y 2% de acetonitrilo (v/v) + 1
mL/L TFA
Solvente B: 90% de acetonitrilo y 10% de agua (v/v) + 1
mL/L TFA
Velocidad de flujo: 500 pL/min
Gradiente: (Método 10-90): 10% de B a 90% de B en 3 min
(Método 2-90): 2% de B a 90% de B en 3 min
(Método 10-70): 10% de B a 70% B en 3 min.

Condiciones de HPLC

La HPLC se realizdé usando un sistema de HPLC HP 1100
Series (Agilent Technologies) y una columna ZORBAX Bonus-RP
de resolucién réapida Rx de 3.5 pm (tamafio de particula de
3.5 uym; 2.1 mm x 50 mm) (Agilent Technologies) o una columna
de HPLC C18 Ascentis Express (tamafio de particula de 2.7 um,
3.0 mm x 3 cm). Los sistemas solventes usados fueron:

Solvente A: 98% de agua y 2% de acetonitrilo (v/v) + 1

mL/L de TFA
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Solvente B: 90% de acetonitrilo y 10% de agua (v/v) + 1
mL/L de TFA

Velocidad de flujo: 500 pL/min

Gradiente: (Método 10-50): 10% de B a 50% de B en 6 min

(Método 10-70): 10% de B a 70% de B en 6 min
(Método 2-90): 2% de B a 90% de B en 6 min.

Ejemplo 1
Preparacién de acido 3-[4- (bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-1-illpropiénico

Una solucién agitada de piperidin-4-il éster del &cido
bifenil-2-ilcarbémico (50.0 g, 168.7 mmol) (véase, por ej.,
la publicacién de patente estadounidense No. 2006/0035931 Al,
también publicada el 16 de febrero de 2006) y &cido acrilico
(15.1 mL, 219.3 mmol) en DCM (500 mL) se calentdé a 50 °C toda
la noche. La mezcla de reaccién se concentré bajo presidn
reducida y el residuo se disolvié en MeOH (600 ml). La
solucién resultante se calentd a 75 °C durante 2 horas vy
luego se dejd reposar a temperatura ambiente durante
aproximadamente 48 horas. El sbélido resultante se recolectd
por filtracién, se lavdé con MeOH, y se secd para formar el
compuesto del titulo (61.5 g, 99% de rendimiento).
Ejemplo 2
Preparacién de clorhidrato de metil 5-metilaminopentanoato

Una solucién agitada de l-metil-2-piperidinona (4.40 mL,

80603



10

15

20

39
40.0 mmol) en hidrdéxido de sodic acuoso (4 M, 11.0 mL, 44.0
mmol) se calentdé a 100 °C durante 15 horas. La mezcla de
reaccién se enfridé a temperatura ambiente y luego se
acidificé a pH 2 con acido clorhidrico concentrado. La mezcla
se concentrd luego bajo presidn reducida para formar &cido 5-
metilaminopentancico crudo como un sélido blanco rosado. Al
acido 5-metilaminopentanocico crudo se agregd MeOH (40.0 mL,
987 mmol) vy &cido <clorhidrico concentrado (0.33 mL, 4.0
mmol). La solucién turbia resultante se calentdé a 60 °C
durante 39 horas, en cuyo momento la LC-MS mostrd material de
inicio remanente. Se agregd 4acido clorhidrico concentrado
adicional (0.33 mL, 4.0 mmol) y la mezcla resultante se
calenté a 60 °C durante 33 horas y luego a 65 °C durante
otras 24 horas. La LC-MS mostrd material de inicio remanente.
La mezcla de reaccidn se concentrd bajo presidn reducida y se
agregd una solucidén de cloruro de hidrdégeno en MeOH (1.25 M)
al residuo. La mezcla resultante se calentdé a 60 °C durante
72 horas en cuyo momento no se observd material de inicio
remanente mediante LC-MS. La mezcla de reaccidédn se concentrd
parcialmente bajo presién reducida, y el material sdélido
formado se extrajo por filtracién, lavando con MeOH. El1
producto filtrado se concentrdé luego bajo presidén reducida
para obtener metil 5-metilaminopentanocato clorhidrato (7.57

g, 100% de rendimiento) como sélido amarillo claro.

3
&)
o)
2
N
(o



10

15

20

40
LC-MS (Método 2-90): Tr 1.10 min; m/z 146.4 [M + H]*. 'H
RMN (CD3OD) & 4.86 (s), 3.66 (s), 3.30 (t), 3.00 (t), 2.69
(s), 2.41 (t), 1.71 (m).
Ejemplo 3
Preparacién de metil éster del acido 5-({3-[4-(Bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-l-il]propionil}metilamino)pentanoico
Una mezcla de clorhidrato de metil 5-
metilaminopentanocato (7.27 g, 40.0 mmel), dcido 3-1[4-
(bifenil-2~ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propiconico (13.3 g,
36.0 mmol) y l-hidroxi-7-azabenzotriazol (5.14 g, 37.8 mmol)
en DCM (160 mL) y 2,6-lutidina (12.5 mL, 108 mmol) se agitd a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se agregd clorhidrato
de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (10.4 g, 54.0
mmol) y la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se agregd una solucidn de bicarbonato de
sodio acuosa saturada (~100 mL) y se separaron las capas. La
capa acuosa se extrajo con DCM (50 mL) y las capas organicas
se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se
filtraron y se concentraron bajo presién reducida. El residuo
se purificé mediante cromatografia flash con gel de silice
(30-100% de EtOAc en hexanos; luego 2-10% de MeOH en DCM)
para obtener el compuesto del titulo (12.38 g, 69% de
rendimiento) como aceite espeso amarillo claro/sélido blanco.

LC-MS (Método 2-90): Tr 2.43 min; m/z 496.6 [M + H]".
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'H RMN (CDCls) & 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 4
Preparacién de acido 5-({3-[4-(bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-l-il]lpropionil}imetilamino)pentanoico

A una mezcla de metil éster del Acido 5-({3-[4-(bifenil-
2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionil}-
metilamino)pentanoico (10.21 g, 20.60 mmol), alcohol ter-
butilico (20 mL) y agua (20 mL) se agregd una mezcla 1:1 de
LiOH:agua (1.97 g, 41.24mmol). La mezcla resultante se agitéd
a temperatura ambiente durante 4 horas, y luego se ajustd el
pH de la mezcla a aproximadamente pH 2 usando 4acido
clorhidrico acuoso (1 N). La capa acuosa se extrajo con DCM
(2 x ~80 mL) y las capas organicas se combinaron, se secaron
sobre sulfato de sodio, se filt£aron, y se concentraron bajo
presidén reducida para obtener el compuesto del titulo (12.23
g, cuantitativo) como sélido esponjoso blancuzco (que
contenia alcohol ter-butilico residual).

LC-MS (Método 2-90): Tr 2.32 min; m/z 482.4 [M + H]'.
Ejemplo 5
Preparacidén de 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano

Se calentdé solucién agitada de p-nitrobenzaldehido
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(101.5 g, 672 mmol), etilenglicol (112 mL) y é&cido p-
toluensulfdénico (12.8 g, 67.2 mmol) en tolueno (800 mL) en un
matraz equipado con una trampa de Dean-Stark a 120 °C durante
4 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla
de reaccidén se concentrd bajo presidn reducida. Al residuo se
agregd bicarbonato de sodio acuoso saturado (800 mL) y esta
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos. El
s6lido resultante se aislé por filtracidén y se secd bajo
vacio para obtener el compuesto del titulo (121.8 g, 92% de
rendimiento) como sélido amarillo.

'H RMN (DMSO-d¢): & = 8.12 (d, 2H), 7.59 (d, 2H), 5.78
(s, 1H), 3.8-4.0 (m, 4H).
Ejemplo 6
Preparacién de 4-(1,3-dioxolan-2-il) fenilamina

A una mezcla de didéxido de platino (227 mg, l.QO mmol) vy
bicarbonato de sodio (420 mg, 5.00 mmol) bajo nitrdgeno seco
se agregé una solucidén de 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano (976
mg, 5.00 mmol) en EtOH (30.0 mL). La mezcla de reaccidn se
burbujeé con hidrégeno durante 15 minutos y luego se agitd
bajo atmésfera de hidrdégeno (baldén) durante 2 horas. La
mezcla de reaccidén luego se filtrdé a través de Celite,
lavando con MeOH. El producto filtrado se concentrd bajo
presién reducida para obtener el compuesto del titulo (0.80

g, 96% de rendimiento).
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Ejemplo 7
Preparacién de 1-(2-{[4-(4-(1,3-Dioxolan-2-il)-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucidén agitada de acido 5-({3-[4-(bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-1-1i1]-
propionil}metilamino)pentanoico (2.33 g, 4.84 mmol), 4-(1,3-
dioxolan-2-1l1)fenilamina (800 mg, 5 mmol) y N, N-
diisopropiletilamina (1.26 mL, 7.26 mmol) en DCM (48.4 mL) se
égregé l-hidroxi-7-azabenzotriazol (692 mg, 5.08 mmol) vy
clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(1.39 g, 7.26 mmol). La mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente toda la noche. lLa mezcla de reaccién
luego se lavd con solucién de bicarbonato de sodio acuosa
saturada, se secd sobre sulfato dé sodio, se filtrd y se
concentrd bajo presién reducida para obtener el compuesto del

titulo (3.04 g, 100% de rendimiento) como sélido amarillo.

LC-MS (Método 10-70): Tr 2.67 min; m/z 629.6 [M + H]*.
Ejemplo 8
Preparacién de 1-(2-{[4-(4-

formilfenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il
éster del Acido bifenil-2-ilcarbamico
Una mezcla agitada de 1-(2-{[4-(4-(1,3-dioxolan-2-

il)fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il
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éster del acido bifenil-2-ilcarbéamico (3.04 g, 4.84 mmol) en
acido clorhidrico acuoso (1 M, 10 mL) y acetonitrilo (10 mL)
se calentd a 50 °C durante 2 horas. La mezcla de reaccién se
concentrdé bajo presidédn reducida y se agregd sclucidn de
bicarbonato de sodio acuosa saturada y DCM al residuo. Las
capas se separaron y la capa organica se secd sobre sulfato
de sodio, se filtrd y se concentrd bajo presidn reducida para
obtener el compuesto del titulo (2.83 g, 100% de
rendimiento) .

LC-MS (Método 10-70): Tr 2.67 min; m/z 585.4 [M + H]".
Ejemplo 9
Preparacion de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-(ter-butildimetil-
silaniloxi) -2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilaminolmetil}-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico

A una solucién agitada de 1-(2-{[4-(4~formil-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il1 éster
del &acido bifenil-2-ilcarbdmico (2.83 g, 4.84 mmol) y sal del
acido 5-[(R)-2-amino-1-(ter-butildimetilsilaniloxi)etil]-8-
hidroxi-lH-quinolin-2-ona acético (1.91 g, 4.84 mmol) en una
mezcla 1:1 de MeOH:DCM (40.0 mL, 312 mmol) se agregd
triacetoxiborohidruro de sodio (3.08 g, 14.5 mmol). La mezcla

de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas y
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luego las capas se separaron. La capa organica se lavd con
solucién de bicarbonato de sodio acuosa saturada, se secd
sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentrd bajo presidn
reducida para formar un sélido amarillo. El sélido se
purificé mediante cromatografia flash con gel de silice (0-
30% de MeOH en DCM + 0.5% de NH4OH) para obtener el compuesto
del titulo (3.60 g, 82% de rendimiento) como sélido amarillo.

LC-MS (Método 10-70): Tr 2.72 min; m/z 903.8 [M + H]".
Ejemplo 10
Preparacién de sal de acido ditrifluorocacético del 1-(2-{[4-
(4-{[ (R) -2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo0-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil) -
butil]metilcarbaméil}etil)piperidin—4—il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico

A una solucién agitada de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-(ter-
butildimetilsilaniloxi)-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2~
dihidroquinolin-5-il)etilamino]-
metil}fenilcarbamoil)butillmetilcarbamcil}letil)piperidin~4-il
éster del 4&cido bifenil-2-ilcarbamico (3.60 g, 3.98 mmol) en
una mezcla 9:1 de DCM: DMF (32.9 mL) se agregod
trihidrofluoruro de trietilamina (1.95 mL, 12.0 mmol). La
mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente toda la
noche y luego se concentrd bajo presidén reducida. El residuo

se purificé mediante HPLC (Método 10-70) para obtener el
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compuesto del titulo (1.90 g, 46% de rendimiento) como sélido
blanco.

LC-MS (Método 10-70): Tr 2.12 min; m/z 789.6 [M + H]".
Ejemplo 11
Preparacidén de sal del acido difluorhidrico de 1-(2-{[4-(4-
{[(R) ~2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2~-dihidroquinolin-~-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil) ~
butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico

A una solucidn agitada de 1-(2~-{[4-(4-{[(R)-2~-(ter-
butildimetilsilaniloxi)-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino] -
metil}fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il
éster del &cido bifenil-2-ilcarbamico (3.87 g, 4.28 mmol) en
una mezcla de DCM (20 mL) y DMF (2.5 mL) se agregd
trihidrofluoruro de trietilamina (2.1 mL, 13 mmol). La mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente toda la noche. Se
agregé DCM (68 mL) a la mezcla de reaccién y luego, con
agitacién, se agregd EtOAc (68 mL) a gotas. Se formd un
precipitado de color claro gque formdé una suspensién. La
mezcla en suspensidén se filtrd a través de un filtro de
vidrio sinterizado de porosidad media y la torta filtrada se
enjuagd con EtOAc (2 x 10 mL) y luego se prensd en seco en

una prensa con nitrdgeno para obtener el compuesto del titulo
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{3.73 g, 99% de rendimiento).
Ejemplo 12
Preparacién de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi~-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2~-dihidroquinolin=-5-il)etilaminolmetil}fenilcarbamoil) -
butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &acido
bifenil-2-ilcarbamico

Una solucidén de sal de &cido difluorhidrico de 1-(2-{[4-
(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi~2-0ox0-1,2~dihidroquinolin-5-
il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil) -
butillmetilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico (15.2 g, 16.7 mmol) en una sclucidén de
DCM que contenia 10% de hidréxido de amonio 0.5 M en MeOH
(150 mL de solucidén total) se cargd sobre gel de silice (80
g) en un embudo de vidrio sinterizado de porosidad gruesa que
previamente se habia humedecido con una solucidén de DCM que
contenia 10% de hidréxido de amonio 0.5 M en MeOH (200 ml).
El gel de silice se enjuagd con una solucién de DCM que
contenia 20% de hidréxido de amonio 0.5 M en MeOH (1 x 1000
mL); y luego con una solucién de DCM que contenia 25% de
hidréxido de amonio 0.5 M en MeOH (1 x 1000 mL). El producto
filtrado se concentrdé bajo presidén reducida para formar un
sbélido vidrioso amarillo (13.6 g). Este material se disolvid
en DCM (600 mL) y la solucidén resultante se filtrd a través

de un filtro de vidrio sinterizado y el filtro se lavd con
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DCM (3 x 150 mL). El producto filtrado se concentré bajo
presidén reducida y el residuo se calentd a 50 °C usando un
bafno de aceite, y se mantuvo bajo alto vacio toda la noche
para obtener el compuesto del titulo (12.7 g) (contenido
aproximadamente 6% de DCM).
Ejemplo 13
Preparacién de una sal de hidrato de oxalato cristalina del
1-(2-{[4-(4-{[(R) -2-Hidroxi-2~-(8-hidroxi~-2-oxo0-1,2-
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico (Forma 2)

A una solucidn agitada de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-
{(8-hidroxi-2-oxo0-1,2~dihidro-quinolin-5-
il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil) -
butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbdmico (0.50 g, 0.63 mmol) en THF (5 mL, 60
mmol) se agregé a gotas una solucidén de A&cido oxdlico
dihidratado (80 mg, 0.63 mmol) en MeOH (2 mL, 50 mmol). Un
producto precipitado blancuzco se formdé inmediatamente y, en
un periodo de 5 minutos, el sdélido se aglomerd para formar
una bola pegajosa. La mezcla de reaccidén luego se calentd a
60 °C durante 2 horas, en cuyo momento la mezcla habia
formado una suspensidén espesa blancuzca de particulas muy

finas. Esta mezcla se enfrié lentamente a temperatura
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ambiente y luego se agitdé durante aproximadamente 72 horas.
Se intentd filtrar la mezcla pero la mayoria del precipitado
pasd a través del filtro. El producto filtrado se concentréd
luego bajo presidén reducida para formar un residuo.

Se extrajo aproximadamente un cuarto del residuo y se
disolvidé en una solucidén caliente de 10% (v/v) de agua en
MeOH. Esta solucién se enfridé a temperatura ambiente pero no
se formdé ningun producto precipitado. La solucidén 1luego se
dejdé reposar y se evapord lentamente a temperatura ambiente
en un periodo de 4 dias, lo que produjo particulas que
mostraron cierta birrefringencia. La agitacién prosiguié con
sonicacidén ocasional en un periodo de 5 dias para formar una
suspensioén blanca de material que mostraba mejor
birrefringencia. Este material se recolectd mediante
filtracién y se secd bajo alto vacio a temperatura ambiente
durante 2 horas para obtener el compuesto del titulo. Un
patrén de PXRD mostrdé que este material era cristalino o
semi-cristalino.

Ejemplo 14

Preparacién de una sal dé hidrato de oxalato cristalina
del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-Hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-.
dihidroquinolin-5-il)etilamino]lmetil}-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster

del acido bifenil-2-ilcarbamico (Forma 2)

000050
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A una solucidén agitada de 1-(2-{{4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-
(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidro-quinolin-5-
il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del &cido bifenil-2-
ilcarbamico (0.65 g, 0.824 mmol) en MeOH (12.4 mL) se agregd
a gotas una solucidén de acido oxadlico dihidratado (104 mng,
0.824 mmol) en agua (0.6 mL). Inmediatamente se formd un
producto precipitado ligeramente pegajoso, y se agregaron los
cristales semilla del Ejemplo 13. La suspensidén resultante se
agitd a temperatura ambiente durante aproximadamente 72 horas
y luego se sometié a sonicacién durante 5 minutos. La
suspensién luego se agité a 30 °C toda la noche. La
suspensién luego se enfrié a 0 °C, se agitdé durante 30
minutos y se filtrd para recolectar el producto precipitado.
La torta filtrada se secd al aire durante 1 hora y luego se
secd bajo alto vacio durante 2 horas a temperatura ambiente
para obtener el compuesto del titulo (705 mg, 96% de
rendimiento, >99% de pureza).
Ejemplo 15
Exposicién de la Forma 2 a alta humedad relativa

Se desparramdé hidrato de oxalato del 1-{(2-{[4-(4-{[(R)-
2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilaminolmetil}fenilcarbamoil)butillmetilcarbamoil}-

etil)piperidin-4-il éster del 4cido bifenil-2-ilcarbamico
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(aprox. 100 mg; del Ejemplo 14) sobre papel de filtro
colocado en una placa de petri. La placa de petri se colocd
en un desecador sobre una placa porosa por sobre una solucién
de cloruro de potasio acuosa saturada (100 mL) y el desecador
se selld herméticamente. La humedad relativa dentro de la
camara permanecidé a aproximadamente 84% de HR medida a través
de un higrdémetro. Después de tres dias, el sélido se retird
del desecador. Los graficos de PXRD, DSC, TGA y DMS para este
material se ilustran en las FIGs. 4, 5, 6 vy 7,
respectivamente.
Ejemplo 16
Preparacién de una sal de hidrato de oxalato cristalina del
1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-Hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2~-
dihidroquinolin=-5-il)etilamino]lmetil}-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico (Forma 2)

A una solucidn agitada de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-
(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidro-quinolin-5-
il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil) -
butil]metilcarbamoilletil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico (1.0 g, 1.27 mmol) en MeOH (19 mL) se
agregd a gotas una solucidn de acido oxélico dihidratado (160
mg, 1.269 mmol) en agua (1.0 mL). Inmediatamente se formd un

producto precipitado pegajoso amarillento. La mezcla de
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reaccién se calentd a 40 °C toda la noche y luego se sometié
a sonicacién durante 5 minutos. La mezcla de reaccién luego
se calentd a 40 °C durante 18 horas, se enfrié a 0 °C, y el
producto precipitado se recolectd por filtracidédn. E1 producto
precipitado se secd para obtener el compuesto del titulo
(1.05 g, 93% de rendimiento, >99% de pureza).
Ejemplo 17
Exposicién de la Forma 2 a alta humedad relativa

Se prepard una solucidbn acuosa supersaturada de cloruro
de potasio en el fondo de un desecador (el KC1l sélido
permanecié después de agitacidén extensa). E1 hidrato de
oxalato del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-
1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]lmetil}fenilcarbamoil)butil]lmetilcarbamoil}etil)p
iperidin-4-il éster del &acido bifenil-2-ilcarbamico (500 mg,
0.569 mmol; del Ejemplo 16) se desparramd en un papel de
pesaje y el papel de pesaje se colocd sobre una placa
plastica porosa por sobre la solucidn de KCl en el desecador,
y el desecador se cerrd. La humedad relativa dentro del
desecador se mantuvo a 84% de HR debido a la presidén de vapor
en equilibrio de la solucidén de KCl. Los patrones de PXRD se
obtuvieron en porciones de la sal de oxalato después de 3, 5,
y 10 dias. Los patrones de PXRD mostraron que la

cristalinidad de la sal de oxalato mejord durante hasta 5
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dias. El cambio en la cristalinidad fue imperceptible entre 5
y 10 dias.

Ejemplo 18

Preparacién de sal de hidrato de oxalato cristalina del
1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-Hidroxi-2- (8-hidroxi-2-oxo-1,2~
dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil}-
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2-ilcarbamico (Forma 2)

A una solucién agitada de 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-
(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidro-gquinolin-5-
il)etilaminolmetil}fenilcarbamoil) -~
butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico (11.0 g, 13.9 mmol) en MeOH (400 mL) se
agregé a gotas una solucidén de acido oxdlico dihidratado
(1.758 g, 13.9 mmol) en agua (22 mL). Inmediatamente se formd
un producto brecipitado pegajoso. La mezcla de reaccidn se
agité a temperatura ambiente toda la noche y luego se sometid
a sonicacién durante 5 minutos. La mezcla de reaccidédn luego
se agitd a temperatura ambiente durante 48 horas y luego se
calenté a 40 °C durante 8 horas. La mezcla de reaccidén se
dejé enfriar lentamente a temperatura ambiente y luego se
calentd a 30 °C durante aproximadamente 72 horas. El producto
precipitado se recolectd por filtracién, se lavd con MeOH (1

x 50 mL), y se secd bajo alto vacio toda la noche para
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obtener el compuesto del titulo (11.6 g, 94% de rendimiento,
>99% de pureza).

Ejemplo 19

Preparaciéon de sal de solvato de isopropanol de oxalato
cristalina del 1-(2-{[4-(4-{[(R) -2-Hidroxi-2-(8-hidroxi-2-
oxo-1,2~dihidroquinolin-5-il)etilamino]metil} -~
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster
del acido bifenil-2—iicarbémico (Forma 1)

El hidrato de oxalato cristalino del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-
2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]metil}fenilcarbamoil)butil]-
metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il1 éster del &cido bifenil-2-
ilcarbamico (aprox. 40 mg) se suspendidé en una solucidén de 5%
(v/v) de agua en isopropanol (4 mL) vy la suspensidn
resultante se agité a 200 rpm a temperatura ambiente. Después
de tres dias, la suspensién se filtrd mediante filtracidén por
succién y el sélido se secd al aire para obtener el compuesto
del titulo (36 mg).

Los espectros de PXRD, DSC y TGA para este material se
ilustran en las FIGs. 1, 2 y 3, respectivamente.
Ejemplo 20
Difraccién de rayos X en polvo

El anédlisis de difraccién de rayoé X en polvo se realizéd

usando un difractémetro de rayos X MiniFlex de Rigaku. La
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fuente de rayos X fue radiacién Cu~-Ka (A = 1.54051 A) con
tensién de salida de 20 kV y corriente de 15 mA. E1
instrumento se operd en geometria Bragg-Brentanoc con rendijas
de ‘incidencia, divergencia y dispersién fijas para maximizar
la intensidad en la muestra. Para la medicién, se presiond
gentilﬁente una pequefia -cantidad de polvo (5-25 mg) sobre un
portamuestras de silicio monocristalino para formar una
superficie uniforme y se sometid a exposicidn a rayos X. Las
muestras se barrieron en modo 26-26 de 2° a 40° en 26 con un
tamafio de paso de 0.03° y una velocidad de barrido de 2.0°
por minuto. La adquisicién de datos fue controlada mediante
un programa informdtico de medicién estadndar de Rigaku
(Versidn 1.2.0.0) vy analizada mediante un programa
informatico Jade (Versidén 7.5.1).

Los patrones de PXRD sin procesar representativos para
la Forma 1 y la Forma 2 se ilustran en la FIG. 1 y la FIG. 4,
respectivamente. Las posiciones de los picos dos-theta de
PXRD observados y las separaciones d para la Forma 1 y la
Forma 2 se ilustran en las Tablas 1 y 2, respectivamente
(solamente se listan los picos que tienen una altura de pico

relativa (H%) de aproximadamente 20% o més).
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Tabla 1 - Datos de PXRD para la Forma 1

Pico 2-Theta d(A) Altural H%?
No.
1 6.44 13.72 519 43.8
2 11.15 7.93 253 21.3
3 11.66 7.58 959 80.9
4 12.92 6.85 434 36.7
5 15.75 5.62 230 19.4
6 17.84 4.97 326 27.5
7 19.19 4.62 653 55.1
3 19.55 4.54 786 66.3
S 23.00 3.86 738 62.3
10 23.45 3.79 1185 100
11 25.61 3.48 263 22.2

! Altura del pico desde la linea de base.

pico mas alto.
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Tabla 2 - Datos de PXRD para la Forma 2

Pico 2-Theta d(A) Altura’ H%?
No.
1 7.10 12.44 420 33.6
2 12.68 6.98 704 56.4
3 13.15 6.73 303 24.2
4 13.68 6.47 244 19.6
5 15.32 5.78 1249 100
6 16.58 5.34 465 37.2
7 16.90 5.24 750 60.1
8 17.93 4.94 305 24.4
9 19.25 4.61 839 67.2
10 19.61 4.52 422 33.8
11 20.34 4.36 265 21.2
12 20.93 4.24 301 24.1
13 22.64 3.92 285 22.8
14 23.15 3.84 657 52.6
15 23.73 3.75 1007 80.7
16 25.76 3.46 257 20.6
17 29.78 3.00 309 24.7

00Go5s
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Altura del pico desde la linea de base.
2 Porcentaje de altura del pico en comparacidén con el
pico mas alto.
Ejemplo 21
Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizd
usando un médulo Modelo Q-100 de TA Instruments con
controlador de analisis térmico. Los datos se reunieron y
analizaron usando el programa informdtico Thermal Solutions
de TA Instruments. Una muestra de aproximadamente 2 mg se

pesd con precisidn en una capsula de aluminio con tapa. La

muestra se evalud usando una rampa de calentamiento lineal de
10 °C/min desde temperatura ambiente hasta aproximadamente

300 °C. La celda de DSC se purgd con nitrdgeno seco durante
el uso. Las trazas representativas de DSC para la Forma 1 y
la Forma 2 se 1ilustran en las FIG. 2 'y FIG. 5,
respectivamente.

Las trazas de DSC demuestran que la Forma 1 y la Forma 2
tienen excelente estabilidad térmica con puntos de fusidén en
el rango de aproximadamente 162 °C a 164 °C.

Ejemplo 22
Analisis termogravimétrico
El andlisis termogravimétrico (TGA) se realizd usando un

analizar temogravimétrico de alta capacidad de resolucién
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Modelo Q-500 de TA Instruments. Los datos se reunieron vy
analizaron usando el programa informatico Thermal Solutions
de TA Instruments. Se colocd una muestra que pesaba
aproximadamente 10 mg sobre una céapsula de platino y se
barridé con una velocidad de calentamiento a alta resoluciédn
desde la temperatura ambiente hasta 300 °C. La cémaras de
balanza y horno se purgaron con flujos de nitrdgeno durante
el uso. Las trazas representativas de TGA para la Forma 1 y
la Forma 2 se ilustran en las FIG. 3 y FIG. 6,
respectivamente.
Ejemplo 23
Evaluacidén de sorcién de humedad dinamica

Se realizd una evaluacién de sorcidn de humedad dinamica
(DMS) (también conocido como perfil de sorcién-desorciédn de
humedad) para una muestra de la Forma 2 wusando una
microbalanza atmosférica VTI, sistema SGA-100 (VTI Corp.,
Hialeah, FL 3301e6). Se usd un tamafio de muestra de
aproximadamente 10 mg, y la humedad se establecid al valor
ambiente al inicio del andlisis. Un analisis de DMS tipico
consistibé en tres barridos (escaneos) en 1los siguientes
rangos: ambiente a 5% de humedad relativa (HR), 5% de HR a
90% de HR, 90% de HR a 5% de HR a una velocidad de barrido de
5% de HR/paso. La masa se mididé cada dos minutos y la HR se

cambidé al valor siguiente (+/- 5 $%HR) cuando la masa de la
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muestra fue estable hasta dentro de un porcentaje del 0.01%
durante 5 puntos consecutivos. Una traza representativa de
DMS para la Forma 2 se ilustra en la FIG. 7.

La traza de DMS de la FIG. 7 demuestra que la Forma 2
tuvo una ganancia de peso insignificante de aproximadamente
1.6% en peso en el rango de humedad de 5% de HR a 90% de HR.
El perfil de sorcién/desorcién de humedad reversible
demuestra que la Forma 2 posee una higroscopicidad aceptable
y no es delicuescente. Los perfiles de PXRD de la sal fueron
similares antes y después del experimento de DMS, lo que
sugiere gue no ocurridé ningun cambio en la forma fisica
durante los procesos de sorcidén de humedad y desorcién de
humedad.

Ensayos bioldgicos y preparaciones

Ejemplo A

Cultivo celular y preparacién de membrana a partir de
células que expresan receptores muscarinicos M;, M, M; y M,
humanos

Se cultivaron lineas celulares de CHO que expresaban
establemente los subtipos de receptores muscarinicos hM;, hMy,
hMs Y hMy humanos clonados, respectivamente, casi a
confluencia en medio F-12 de Hams suplementado con FBS al 10%
y 250 ug/mL de Geneticina. Las células se cultivaron en CO;

al 5%, incubadora a 37 °C, y se levantaron con EDTA 2 mM en
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dPBS. Las células se recolectaron mediante centrifugacién de
5 minutos a 650 x g, vy los sedimentos celulares se
almacenaron ya sea congelados a -80 °C, o las membranas se
prepararon inmediatamente para uso.

Para la preparacidén de las membranas, los sedimentos
celulares se resuspendieron en tampbén de 1lisis y se
homogeneizaron con un homogeneizador de tejidos PT-2100
Polytron (Kinematica AG; 20 segundos x 2 impulsos). Las
membranas crudas se centrifugaron a 40,000 x g durante 15
minutos a 4 °C. El sedimento de membrana luego se resuspendid
con un tampdé4n de re-suspensidén y se homogeneizé nuevamente
con el homogeneizador de tejidos Polytron.

La concentracidén de proteinas de la suspensidn de
membranas se determindé mediante el método descrito en Lowry y
colaboradores, 1951, Journal of Biochemistry, 193, 265.
Todas las membranas se almacenaron congeladas en alicuotas de
-80 °C o se usaron inmediatamente.

Las alicuotas de las membranas de receptores hMs
preparadas se adquirieron a través de PerkinElmer, Inc.
(Wellesley, MA) y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Ejemplo B

Ensayo de unién de radioligando para los receptores
muscarinicos

Los ensayos de unién de radioligando para los receptores
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muscarinicos clonados se realizaron en placas de
microtitulacién de 96 cavidades en un volumen de ensayo total
de 100 pL. Las membranas de células de CHO que expresaban
establemente el subtipo muscarinico hM;, hM;, hM3;, hMy o hMs se
diluyeron en buffer de ensayo a las siguientes

concentraciones de proteinas blanco especificas (pg/cavidad):
10 pg para hM;, 10-15 pg para hM,, 10-20 pg para hMz, 10-20 pg

para hM,, y 10-12 png para hMs a fin de obtener senales
similares (cpm) . Las membranas fueron homogeneizadas
brevemente wusando un homogeneizador de tejidos Polytron
(10 segundos) antes de la adicién a la placa de ensayo.

Los estudios de saturacidén para determinar los valores
Kp del radioligando se realizaron usando L-[N-metil-
3H]scopolamina metil cloruro ([3H]—NMS) (TRK666, 84.0 Ci/mmol,
Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, 1Inglaterra) a
concentraciones que abarcaban desde 0.001 nM hasta 20 nM.

Los ensayos de desplazamiénto para la determinacidn de
los valores K; de los compuestos de prueba se realizaron con
[H]-NMS a 1 nM y once concentraciones diferentes de los

compuestos de prueba. Los compuestos de prueba se disolvieron
inicialmente a una concentracién de 400 pM en tampdn de

dilucidén y luego se diluyeron en serie 5x con tampdédn de

dilucidén a concentraciones finales que abarcaban desde 10 oM

hasta 100 uM. El orden de adicidén y los volumenes agregados a
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las placas de ensayo fueron los siguientes: 25 uL de
radioligando, 25 pL de compuesto de prueba diluido, y 50 uL
de membranas. Las placas de ensayo se 1ncubaron durante 6

horas a 37 °C. Las reacciones de unidén finalizaron mediante
filtracién répida en placas de filtro de fibra de vidrio GF/B
(PerkinElmer, Inc.) pre-tratadas en BSA al 1%. Las placas de
filtro se enjuagaron tres veces con tampdn de lavado (HEPES

10 mM) para extraer radiocactividad no ligada. Las placas
luego se secaron al aire y se agregaron 50 uL de fluido de
centelleo liquido Microscint-20 (PerkinElmer, Inc.) a cada
cavidad. Las placas 1luego se contaron en un contador de
centelleo liquido PerkinElmer Topcount (PerkinElmer, Inc.).
Los datos de unidén se analizaron mediante andlisis de
regresién no lineal con el paquete de programas informaticos
GraphPad Prism (GraphPad Software, 1Inc., San Diego, CA)
usando el modelo de competencia de sitio uUnico. Los valores
K; para los compuestos de prueba fueron calculados a partir
de los valores ICsy observados y el valor Kp del radioligando
usando la ecuacién de Cheng-Prusoff (Cheng Y; Prusoff WH.
(1973) Biochemical Pharmacology, 22(23):3099-108). Los
valores K; se convirtieron a valores pK; para determinar la
media geométrica vy 1los intervalos de confianza del 95%.

Estas estadisticas de resumen luego se convirtieron

nuevamente a los valores K; para el informe de los datocs.
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En este ensayo, un valor de K; inferior significa que el
compuesto de prueba tiene una afinidad de unidén superior por
el receptor. La sal de 4cido ditrifluorocacético del 1-(2-{[4-
(4-{[ (R)-2-hidroxi-2~(8-hidroxi-2-0x0o-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino]-metil}fenilcarbamoil) -
butil]metilcarbamoilletil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico tuvo un valor K; de hM; de 0.1 nM (datos
redondeados al valor 0.1 nM mas préximo) en este ensayo.
Ejemplo C
Cultivo celular y preparacién de membranas a partir de
células que expresan receptores adrenérgicos i, B o PBs
humanos

Se cultivaron lineas celulares de rifién embrionario
(HEK-293) que expresan establemente receptores adrenérgicos
B1 v B2 humanos clonados y lineas celulares de ovario de
hamster chino, CHO, gque expresan establemente receptores

adrenérgicos B3 humanos clonados casi a confluencia en DMEM o

medio F-12 de Hams con FBS al 10% en presencia de 500 pg/mL
de Geneticina. La monocapa celular se levantd con EDTA 2 mM
en PBS. Las células se sedimentaron por centrifugacidén a 1000
rpm, y los sedimentos celulares se almacenaron congelados a —
80 °C o las membranas se prepararon inmediatamente para uso.

Para la preparacidén de las membranas que expresan

receptores PB1 y B2 los sedimentos celulares se re-

306785
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suspendieron en tampdn de lisis (10 mM HEPES/HC1l, 10 mM EDTA,
pH 7,4 a 4 °C) y se homogeneizaron usando un homogeneizador
de wvidrio de ajuste hermético Dounce (30 impulsos) sobre

hielo.

Para las membranas gque expresan receptores [33 mas
sensibles a proteasa, los sedimentos celulares se
homogeneizaron en tampdén de lisis (10 mM Tris/HCl, pH 7,4)
suplementado con una tableta de “Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets with 2 mM EDTA” por 50 mL de tampdn (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) . E1l producto
homogeneizado se centrifugdé a 20,000 x g, y el sedimento
resultante se lavd una vez con tampdn de lisis mediante re-
suspensién y centrifugacién, tal como se describe en la
presente. El sedimento final 1luego se re-suspendidé en un
tampdén de ensayo de unién helado (75 mM Tris/HCl pH 7,4, 12.5
mM MgCl,, 1 mM EDTA).

La concentracién de proteinas de la suspensidén de
membranas se determiné mediante los métodos descritos en
Lowry y colaboradores, 1951, Journal of Biological Chemistry,
193, 265; y Bradford, Analytical Biochemistry, 1976, 72, 248-
54. Todas las membranas se almacenaron congeladas en
alicuotas a-80 °C o se usaron inmediatamente.

Ejemplo D

Ensayo para determinar la potencia agonista de los receptores

306068
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adrenérgicos

Se realizaron ensayos de <cAMP en un formato de
radioinmunoensayo usando el sistema de ensayo de activacién
de adenilato ciclasa Flashplate con [1%1]—CAMP (NEN SMPQ0O0O4,
PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA), de acuerdo con
las instrucciones de los fabricantes. Para este ensayo, se
cultivaron lineas celulares HEK-293 que expresan establemente

receptores ;1 o B, humanos clonados casi a confluencia en DMEM
suplementado con FBS al 10% y Geneticina (500 pg/mL); o

lineas celulares CHO-K1 que expresan establemente receptores
adrenérgicos f3 humanos clonados casi a confluencia en medio
F-12 de Hams con FBS al 10% y Geneticina (250 ug/mL). Las
células se enjuagaron con PBS y se desprendieron en dPBS
(solucidn salina tamponada en fosfato de Dulbecco, sin CaCl, vy
MgCl;) que contenia EDTA 2 mM o solucidén Tripsina-EDTA (0.05%
tripsona/0.53 mM EDTA). Después de contar las células en un
contador de células Coulter, 1las células se sedimentaron
mediante centrifugacidén a 1000 rpm y se re-suspendieron en
tampén de estimulacidén que contenia IBMX (PerkinElmer Kit)
pre-calentado a temperatura ambiente a una concentracidén de
1.6 x 10° a 2.8 x 10° células/mL. Aproximadamente 40,000 a
80,000 células por cavidad fueron usadas en este ensayo. Los
compuestos de prueba (10 mM en DMSO) se diluyeron en PBS que

contenia 0.1% de BSA en Beckman Biomek-2000 y se evaluaron a

(-
(o )
Py |
-3

-
5



10

15

20

67

11 concentraciones diferentes que abarcaban desde 100 uM
hasta 1 pM. Las reacciones se incubaron durante 10 minutos a
37 °C y se detuvieron al agregar 100 uL de tampédn de
deteccidn frio que contenia (12°1]-cAMP (NEN SMP004,
PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA). La cantidad de cAMP
producida (pmol/cavidad) se calculé sobre la base de los
conteos observados para las muestras y los estandares de cAMP
segin lo descrito en el manual para el usuario del
fabricante.

Los datos fueron analizados mediante analisis de
regresidén no lineal con el paquete de programas informaticos
GraphPad Prism Software (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA) con la ecuacidén sigmoidea. Se usd la ecuacidén de Cheng-
Prusoff (Cheng Y, y Prusoff WH., Biochemical Pharmacology,
1973, 22, 23, 3099-108) para calcular los valores ECsg.

En este ensayo, un valor ECsy inferior significa gque el
compuesto de prueba tiene una actividad funcional superior en
el receptor evaluado. La sal de &cido ditrifluoroacético del
1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-
dihidroguinolin-5-il)etilamino]}-metil}fenilcarbamoil) -
butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il éster del acido
bifenil-2-ilcarbamico tuvo un valor ECsqg a hpf; de 1 nM (datos
redondeados al valor 1 nM mas préximo) en este ensayo.

Ejemplo E

(-
.}
=
2
*J'".’



10

15

20

68
Ensayo de Einthoven

Este ensayo mide la habilidad el compuesto de prueba
para proveer Dbroncoproteccidén contra la broncoconstriccidn
inducida por metacolina (MCh) en una rata.

En todos 1los estudios se utilizaron ratas machos
Sprague-Dawley (Harlan, Indianapolis, IN), que pesaban entre
200 g y 350 g.

El compuesto o vehiculo de prueba (agua desicnizada
estéril) se administrd mediante inhalacidén (IH) en un periodo
de 10 minutos en una cdmara de inhalacidén en forma de pastel
(R+S Molds, San Carlos, CA) usando 5 mL de solucibén de
administracidén. Las ratas fueron expuestas a un aerosol,
derivado a partir de un nebulizador LC Star, Modelo 22F51
(PARI Respiratory Equipment, Inc. Midlothian, VA) impulsado
por Bioblend (5% de C02/95% de aire atmosférico) a una
presidén de 22 psi. Las ratas recibieron 100 ug del compuesto
de prueba, a menos que se indique lo contrario.

En momentos predeterminados, las ratas fueron
anestesiadas con una inyeccién intraperitoneal (IP) de 120
mg/kg de inactina (tiobutabarbital). Se administrd una
dosis suplementaria (40 mg/kg, IP) si el animal respondid a
estimulos fisicos (por ej. puncidén de la pata). E1l sitio
quirurgico fue afeitado, y se realizd una incisidén de linea

media de 1-2 cm del aspecto ventral del cuello. Se aisld la
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vena vyugular y se introdujo una canula con un catéter de
polietileno lleno con solucidén salina (PE-50) para permitir
la infusidén IV de MCh. Se disecd la traquea y se introduijo
una canula con una aguja 14G (#NE-014, Small Parts, Miami
Lakes, FL). Después de la colocacidén de la canula traqueal,
cada rata fue ventilada usando un respirador (Modelo 683,
Harvard Apparatus, Inc., MA) fijado a un volumen de carrera
de 1 mL/100 g de peso corporal (sin exceder 2.5 mL en
volumen) y a una velocidad de 90 carreras por minutoc. Se
colocd un conector T a lo largo del tubo espiratorio del
respirador para permitir la medicién de los cambios en la
presidén de ventilacidén (PV) usando un transductor Biopac que
estaba conectado a un pre-amplificador Biopac (TSD 137C). La
temperatura corporal se mantuvo a 37 °C usando una
almohadilla de calentamiento.

Los cambios en la PV se registraron usando el programa
informatico Acknowledge Data Collection (Santa Barbara, CA).
Se reunieron los valores iniciales durante al menos 2.5
minutos. Las ratas fueron expuestas a infusiones intravenosas
(IV) no acumuladas de 40 y 80 pg/kg de MCh. La MCh se
infundié por via intravenosa durante 2.5 minutos a partir de
una bomba de jeringa (sp2l0iw, World Precision Instruments,
Inc., Sarasota, FL) a una velocidad de 2 mL/kg/min, con un

intervalo de 2 minutos entre las dos dosis de MCh. Los
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campios en la presién de ventilacién (cm H,0) en los animales
tratados se expresan como % de inhibicién de respuesta a MCh
con relacidén a los animales de control.

En este ensayo es posible utilizar otros
broncoconstrictores, tales como histamina y acetilcolina, en
lugar de MCh. Asimismo, es posible usar cobayos en lugar de
ratas.

de inhibicidén superior de la

o\

En este ensayo, un
respuesta a MCh indica que el compuesto de prueba brindd un
mayor efecto broncoprotector. Larinhibicién igual o superior
al 30% a 24 h indica una duracién de accién prolongada. La
sal de 4cido ditrifluorocacético del 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-
hidroxi-2-(8-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-5-
il)etilamino] -
metil}fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoil}etil)piperidin-4-il
éster del &cido Dbifenil-2-ilcarbdmico brinddé al menos

aproximadamente 40% de inhibicién a 24 h en este ensayo.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito el presente invento, se considera como
una novedad y, por lo tanto, se reclama como prioridad 1lo
contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES :

1. Una sal de oxalato «cristalina del 1-(2-{[4-(4-
{{(R)-2-hidroxi-2-(8-hidroxi~-2-ox0o~1,2-dihidroquinclin-5-
il)etilamino]lmetil} -
fenilcarbamoil)butil]metilcarbamoilletil)piperidin-4-il éster
del &cido bifenil-2-ilcarbdmico; caracterizada porque la sal
de oxalato cristalina se selecciona entre:

(a) un solvato de isopropanol que presenta un patrdn de
difraccién de rayos X en polvo que comprende picos de
difraccién a valores 206 de 11.66%0.20, 15.75%0.20,
19.5520.20, 23.00+0.20 y 23.45+£0.20; y

(b) un hidrato que presenta un patrédn de difraccidédn de
rayos X en polvo gque comprende picos de difraccidén a valores
20 de 15.32%20.20, 16.9040.20, 19.25%£0.20 y 23.73x0.20.

2. La sal de oxalato cristalina de acuerdo con la
reivindicacidén 1, <caracterizada porque es un solvato de
isopropanol que presenta un patrédn de difraccidén de rayos X
en polvo que comprende picos de difraccidén a valores 20 de
11.66+0.20, 15.75+0.20, 19:55%0.20, 23.00%0.20 y 23.45%0.20.

3. La sal de oxalato cristalina de acuerdo con la
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reivindicacidén 2, caracterizada porgque presenta un patrdn de
difraccidén de rayos X en polvo en el cual las posiciones de
los picos concuerdan sustancialmente con las posiciones de
los picos del patrén ilustrado en la FIG. 1.

4. La sal de oxalato cristalina de acuerdo c¢on 1la
reivindicacién 2, caracterizada porque presenta un punto de
fusién en el rango de aproximadamente 162 °cC a
aproximadamente 164 °C.

5. La sal de oxalato cristalina de acuerdo c¢on la
reivindicacién 2, caracterizada porque presenta una traza de
calorimetria diferencial de barrido que concuerda
sustancialmente con la ilustrada en la FIG. 2.

6. La sal de oxalato cristalina de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizada porque es un hidrato que
presenta un patrén de difraccién de rayos X en polvo que
comprende picos de difraccién a valores 206 de 15.32+0.20,
16.90+0.20, 19.25+£0.20 y 23.73%£0.20.

7. La sal de oxalato cristalina de acuerdo con la
reivindicacién 6, caracterizada porque presenta un patrén de
difraccién de rayos X en polvo en el cual las posiciones de
los picos concuerdan sustancialmente con las posiciones de
los picos del patrédn ilustrado en la FIG. 3.

8. La sal de oxalato cristalina de acuerdo con la

reivindicacién 6, caracterizada porque presenta un punto de
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fusidn en el rango de aproximadamente 162 °C a
aproximadamente 164 °C.

9. La sal de oxalato cristalina de acuerdo con 1la
reivindicacidén 6, caracterizada porque presenta una traza de
calorimetria diferencial de barrido que concuerda
sustancialmente con la ilustrada en la FIG. 4.

10. Una composicidén farmacéutica caracterizada porque
comprende:

(a) una sal de oxalato cristalina de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9; vy

(b) un portador farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicidédn farmacéutica caracterizada porgque
comprende:

{a) una sal de oxalato <cristalina de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

(b) un agente antiinflamatorio esteroideo, © una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable del mismo; y

(b) un portador farmacéuticamente aceptable.

12. Un método para tratar un trastorno pulmonar,
caracterizado porque comprende administrar a un paciente una
sal de oxalato cristalina de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

13. Un método para tratar un trastorno pulmonar,

caracterizado porque comprende administrar a un paciente (a)

(o)
-
pesiy
-~
YA



10

15

20

74

una sal de oxalato cristalina de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9; y (b) un agente antiinflamatorio
esteroideo, © una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 12 6 13,
caracterizado porque el trastorno pulmconar es enfermedad
pulmonar obstructiva crénica o asma.

15. Un método para producir Dbroncodilatacién en un
mamifero, caracterizado porque comprende administrar una sal
de oxalato cristalina de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 al mamifero mediante inhalacién.

16. Una sal de oxalato cristalina de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada
porque es para uso en terapia.

17. Una sal de oxalato <cristalina de acuerdc con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada
porque es para uso en el tratamiento de un trastorno
pulmonar.

18. Una sal de oxalato «cristalina de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada
porque es para uso en el tratamiento de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica o asma.

19. Uso de una sal de oxalato cristalina de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, «caracterizado

[
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a sales de oxalato cristalinas
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-ilcarbédmico. Esta invencién también
se refiere a composiciones que contienen dicha sal de oxalato
cristalina; métodos de uso de dicha sal de oxalato cristalina
para, por ejemplo, tratar un trastorno pulmonar; y pProcesos

para preparar dicha sal de oxalato cristalina.
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Clarke, Modet & C° ‘

COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-53 Piso 6 Bogot Colombia Tek: {57 1) 6181088 Fax: (57 1) 6350824-Emaik; info@clarkemodet.com.co

PODER
Yo (nosotros), abajo firmante(s)

Jeffrey A, Hagenah
en mi (nuestro) cardcter de representante(s) legales de

THERAVANCE, INC.

una-sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
Estado de Delaware; Estados Unidos de América.

yen actual cumplimiento de su objeto.social, con domicilio en
901 Gateway Blvd, South San Francisco, CA 94080, Estados Unidos

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder €special a- favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudada-
nia No. 41.654.882 de Bogotd, y p. 20824 y CLAUDIA LUCIA
CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40,017,374 de Tunja,
y tp. 36448, con domicilio ¢n Bogotd, Colombia, para que actuindo en
su orden en nombre del (de la) otorgante le (la) representen ante
cualquier entided, autoridad y/o persona, especialmente ante las .del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunalés
de Arbitramento v/o cualquier otro en lo. referente a los .siguientes
asuntos;

1) Solicitar, tramitsr, obtener y/0 registrar cualguiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencidn, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; matcas, lemas,
nombres y-énseflas comerciales y denominaciones de origer; asi como,
Sus renovagiones, promogas, transferencias, cambios de nombre y/o
dommicitio, contratos y licencias,

2) Solicitar, framitar, obtener y/o Tegistrar dercchos de.autor, en cualquie-
ra de sus presentaciones asi como la proteccién de secretos industrialesy
know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licengias-de funcionamiento; asi como sus renovaciones.o prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y Hcencias.

4) Ejercer 2cciones de oposicidn, observacién, reclamos, reconsideraciai,
1eposicion, apelacitn, cancelacidn administrativa o judicial, nulidad,
proteccion al consumider, concesion de licencias; proteccién de secretos
industriales: y demds acciones y recursos relacionados con defechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, -acciones derivadas de la .obtencion o explotacién de licericias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podré(n) intérvehir en
Juicios-civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
¥ de policia; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante o en
contra el (elia) .

5)Registrar nombres de dominio ante Ia entidad competente, )
6) En el cjercicio de este mandato los mandatacios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
drbitros, desistir, recibir y tomar posesién de a2 cosa objeto de litigio
renunciar o desistir a derechos concedidos. 0 en curso de concesién,
admitir los hechos del proceso.

7} Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) As{ mismo facuito (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones. que hicieren.

Dado y firmado en

alos diasde

POWER OF ATTORNEY

[ {we), the undersigned
Jeffrey A. Hagenah

tegal representative(s) of
THERAVANCE, INC.

an orgdnization ekisting under the laws of
State of Delaware, U.5.A,

and if-present execution of its business activity, domiciled-at
901 Galeway Blvd, South San Francisco, CA 94080, US.A.

do_hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogots, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40,017,374 of Tunja, residing in Bogotd, Colombia, 10 act in the order of their

-appointment in behalf of grantor before any entity, austhority and/or natural or

juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration coarts, and/or -any other, in all matters
concerning the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, -such as: Pdtents of lnvention, Utility Models; Designs, plant

‘varjetiés; ‘Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
-Origin; -as- well as thelr repewals, assignments, changes ‘of name and/or

domicile, agreements and licenses.

2 To apply; process, obtain and/or register copyrights of any kind as well.as

protection of industrial secrets ot know-how,

3y To :apply, process, obtain andfor register sanitary registrations, perating
authorizations  and/or licenses; as well as their renewals or  assignments,
changes-of name and/or domicile, agreements and licenses.

4} To bring actions of opposition, observations, claims; reconsideration,
appeal or legal remedies; cancellations, nullity; protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and other actions. related with
rights. derived. from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervene of participate in Civil,
Commercial, Crimhinal or Contentious-Administrative Trials: the actions for
writ mandamus; police actions; in actions, lawsuits or [itigations instituted by
the grantor or against him,

' 5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to;
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the tights
granted orin process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency. .
8) T-(we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receiveé
notifications and to designate judicial and ¢xtrajudicial attomeys, substitute
this Power-of Attorney and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at South San Francicco, California, U.S.A.

on this  13th  dayof November  of 2008

Firma / signatira

(Seo allachd Aekuoibdguen] ) 000029

P-97 -C0
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Requested for use in Colombia.

Not for use within the United States of America.
The purpose of the Apostille is to certify the authenticity of the signature of the official signing the document, the
capacity in which the official signing the document has acted, and, where appropriate, the identity of the seal or

o APOSTILLE

{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Maria Chuakay
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of Maria Chuakay, Notary Public,
State of California .
CERTIFIED
5. At Sacramento, California

6. the 20th day of November 2008
7. by Deputy Secretary of State, State of California

8. No. 612157

9. Seal/Stamp:

10. Signature

Secretary of State
A

NP-24 A {REV, 1-07) OSP 07 104080




ACKNOWLEDGMENT

State of California A
County of Can M‘Wé@ )

on_/3 /%VW”‘F‘*”’ J025  pefore me, Mania, &wﬁkw /if'mér Y S bhe

(insert name and tiffe of the officér)

personally appeared Jf é&’ r ey //'a -Qeﬂﬁé

1

who proved to me on the basis of gatisfactdry evidence to be the person(s)whose nam

supscribed to the within instrument and acknowledged to me that(@shefthey-executed the same in
is ir authorized capacity(iesy, and that.b@ﬂaerhheﬁr signature{s)on the instrument the

erson{sy; or the entity upon behalf of which the person(ey acted, executed the instrument.

I certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California that the foregoing
paragraph is true and correct.

MARIA CHUAKRY &

D Comm # 1632136 0
HOTARY PUBLIC - CALIFORNIA
Sap Mareo Gousty -

; me w 27 Mr Gow. Exe. Dic. 20, 2000 7
Signature // ' // {Seal)

WITNESS my hand and official seal.

D
jo }
oy




Traduccion oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete oficial
segUn resolucion No. 0369 del Ministerio de Justicia, del documento legalizado
mediante la APOSTILLA No. 612157 de 20 DE NOVIEMBRE DE 2008 expedida
en Estados Unidos de América correspondiente a un documento de poder en
inglés y espafiol (razén por la cual no se hace traduccion adicional), otorgado por
la sociedad THERAVANCE, INC, domiciliada en San Francisco, California,
Estados Unidos de América, el 13 de noviembre de 2008, firmado por Jeffrey A.
Hagenah, Ph.D., Vicepresidente & Consejero Principal de Patentes.

RECONOCIMENTO

Estado De California
Condado de San Mateo

El 13 de noviembre de 2008 ante mi, MARIA CHUAKAY, Notario
POblico,

Nombre y Titulo del Oficial

personalmente comparecidé Jeffrey A. Hagenah

Quien probd ante mi con base en evidencia satisfactoria ser
la persona(s) cuyo(s) nombre(s) esté&{n) inscritos en el
instrumento anexo y me reconocid que él/ella/ellos ejecutaron
el wismo en su capacidad autorizada y que por suf(s)
firma(s)en el instrumento la(s) persona(s) o la entidad a

nombre de la cual dicha(s) persona(s)actud(aron), ejecutd el
instrumento.

Certifico bajo LA PENA DE PERJURIO bajo las leyes del Estado
de California que el parrafo anterior es verdadero y
correcto.

EN TESTIMONIO, pongo mi firma y sello oficial,

Firma y sello: Sello: Maria Chuakay
Comisidn # 1632136

Notario Publico-California TH&%&’%)lARUNBE

Condado de San Mateo

X T . o raductor €
Mi comisidn termina el 20 de diciembre de 2009 Traducto

pesolucion No- 03

an

ntérprete Oficial
69 Min. Ju

sticia 1995

(ines



Estado de California
Secretario de Estado

Requerido para uso en Colombia. :

No para uso en los Estados Unidos de América.

El propbésito de la Apostilla es certificar la autenticidad de
la firma del oficial que firma el documento, la capacidad en
1a <cual el oficial que firma el documento ha actuado vy,
cuando sea apropiado, la identidad del sello o estampilla.

APOSTILLA

(Convencién de la Haya de 5 de octubre de 1961)

b

1. Pais: Esgtados Unidos de América

Con Fomd —icy

ey T &y

ey ”62; foom
A P e S
Este documento piblico e ] [y
R . . . N — 1 — =
2. Ha sido firmado por Maria Chudk&y - o 2=
Pos : Se L 38
3 4 . - . — e EX2
3. Actuando en su calidad de Notario Pidblisw; Estadol@e
Californi : ' P> 5e
. ornia b  pod
= e

Pﬁ /i/’ P

4, Lleva el sello/estampi’llé‘%e Méria Chuak”ay({g,’Notg;io
z

Piiblico, Estado de California | —+
CERTIFICAD

H
H
H
f

5. En Sacramento, California

:

I =
6. E1l dia 20 de noviembre de 2007 ...%‘x

i S

L <0 TR
7. Por Secretario de Estado Diputado, "Estado & b s

= . 25
8. NO. 612157 o £
9. Sello/Estampilla 10. Firm

(fdo) firma ilegible
Secretario de Estado

Por (firma ilegible)
Sello: Gran Sello del Estado de California y Sello de la

Oficina del Secretario de Estado
0 i;f% A
m}em E%c&i%m“

nidrprete Oficial

rel X
Traducto 369 Min. dusficia 1995

Resolucién No. ©

(@)
o}

=3

i)
S

™



(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau

(43) International Publication Date
5 April 2012 (05.04.2012)

52 A0

(10) International Publication Number

WO 2012/044825 Al

(51)
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27
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(30)

an

(72
(79
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International Patent Classification:
CO7D 401/12 (2006.01) A61P 11/08 (2006.01)
AG6IK 31/444 (2006.01)
International Application Number:
PCT/US2011/053997

International Filing Date:

29 September 2011 (29.09.2011)
Filing Language: English
Publication Language: English

Priority Data:
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(54) Title: CRYSTALLINE OXALATE SALTS OF A DIAMIDE COMPOUND
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OH

(57) Abstract: The invention relates to crystalline oxalate salts of biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-(2-{[4-(4-{[(R)-2-hydroxy-2-(8-
hydroxy-2-ox0-1,2-dihydroquinolin-5-yl)ethylamino]-methyl} phenylcarbamoyl)butyl Jmethylcarbamoyl} ethyl)piperidin-4-yl ester.
This invention also relates to compositions containing such a crystalline oxalate salt; methods of using such a crystalline oxalate
salt to, for example, treat a pulmonary disorder; and to processes for preparing such a crystalline oxalate salt.
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