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- DIALKYLPHENYL COMPOUNDS
" HAVING §3; ADRENERGIC RECEPTOR AGONIST
AND MUSCARINIC RECEPTOR ANTAGONIST ACTIVITY

BACKGROUND OF THE INVENTION
Ficld of the Invention

The presént invention relates to novel dialkylphenyl cornpounds having

" . P2 adrenergic receptor agonist and muscarinic receptor antagonist activity. This invention
also relates to pharmaceutical compositions comprising such compounds, processes and -

A intermediates for preparing such compounds and methods of using such compounds; for

example, to treat pulmonary disorders.

State of the Art _
Pulmonary disorders, such as asthma and chronic obstructive pulmonary dlsease

(COPD), are commonly treated with bronchodilators. One type of bronchodilator used to.

Jtreat pulmonary disorders consists of B2 adrenergic receptor (adrenoceptor) égor_lists, such

as albuterol, formoterol and salmeterol. These compounds are generally administered by
inhalation. Another type of bronchodllator consists of muscarinic rcceptor antagomsts :
(anticholinergic compounds), such as ipratropium and tlotroplum These compounds are
also typically administered by inhalation. S

Pharmaceutlcal compositions contaming a combination of a B, adrenergic receptor

‘agonist and a muscarinic receptor antagonist are known in the art for use in treatlng

pulmonary dlsorders For example, U.S. Patent No. 6,433, 027 issued August 13 2002

- discloses medicament compositions containing a muscarinic receptor a.ntagomst, such as

tiotropium bromide, and a B, adrénergic receptor agonist, such as formoterol fumarate.

wlam
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Additionally, compounds haVing both B> adrénergic receptor agonist and

muscanmc receptor antagonist activity are known in the art. For example, U.S. Patent No '

7,141,671, issued November 28, 2006, discloses biphenyl compounds having both B,

adrenezjglc receptor agonist and muscarinic receptor antagonist activity. Compounds
b’osseséing both B, adrenergic receptor agonist and muscarinic receptor antagonist activity .
are highly desirable since such compounds provide bronchodilation through two |
independent modes of action while having single molecule pharmacokinetics. |

, When treating pulmonary disorders, it is particularly useful to provide therapeutic
agents that have a long duration of action, i.e., a duration of at least about 24 hours, when
administered by inhalation so that patients only need to administer the therapeutic agent

once a day or less. Not all dual-acting compounds disclosed previously in the art possess

~ this desirable property.

‘ Acbordingly, a need exists for novel compounds having Both B2 adrenergic réceptor

. agonist and muscarinic receptor antagonist activity that possess a long duration of action

when zidministered to a patient by inhalation.

SUMMARY OF THE INVENTION .
~The present invention provides novel dialkylphenyl compounds having both

B2 adrenergic receptor agonist and muscarinic receptor antagonist activify. Among other
properties, a cofnpouﬁd of this invention has been found to possess a long duration of |
action, i.e., a duration of at least about 24 hours, when administered fo a mamumal by
inhalation. Accordingly, the compounds of this invention are expected to be useful and
advantageous as therapeutic agents for treating pulmonary disorders.

Accordingly, in one of its composition aspects the present invention relates to a

compound of formula I:

.



5

10

20

25

formulal

WO 2007/127196 k ' PCT/US2007/009925

wherem

- Rlis methyl or ethyl; R? is methyl or ethyl; or a pharmaceutlcally acceptable salt or

solvate or stercoisomer thereof.
' ‘In a particular aspect of this invention, the compound of f'ormula Iisa compound

havmg formula II:

wherem RI and R? are as defined herein (mcludmg any specific or preferred

embochments) ora pharrnaceutlcally acceptable salt or solvate thereof. -

In another of its composition aspects, ttus invention relates to a pharmaceutical

composition comprising a pharmaceutically acceptable carrier and a compound of .

If desired, the compounds of the present iﬁvention can be administered in -

combination with other therapeutic agents, such as a steroidal anti-inflammatory -agent.

' Accordingiy,’ in another of its composition aspects, this invention relates to a -
.pharmaceutical composition comprising (a) a compound of formula I; and (b) a second

' .therapeut:c agent. In yet another of its composition aspects, this mventlon relates to

pharmaceutlcal composition comprising (a) a compou.nd of formula I, (b) a second

“therapeutic agent; and (c) a pharmaceutically acceptable carrier.
In still another of its composition aspects this invention relates to a combmatlon of

, therapeutlc agents, the combination compnsmg (a) a compound of formula I; and b)a

' § : second therapeutic agent In another of its composition aspects, this invention relates to a

30,

_ combination of pharmaceutlcal composmons the combination comprising (a) a first

pharmaceutlcal composmon comprising a compound of formulaTand a first '
pharmaceutically acceptable carrier; and (b) a second pharmaceutical compositioh 4
comprising a second therapeutic agent and a second pharmaceutically .a'cc'eptable carrier.
This invention also relates to a kit containing such pharmaceutical compositions.

- __3__‘
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Compounds of this mventlon possess both B2 adrenergic receptor agomst act1v1ty

a.nd muscarinic receptor antagomst activity. Accordingly, the compounds of formula I are

e expected to be useful as therapeutic agents for treating pulmonary disorders, s_uch as
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asthma and chronic obstructive pulmonary disease. _
Accordingly, in one of its method aspects, this invention fel_ates tov,'-..i method for
treaﬁng a puimonary disorder, the method comprising administering to a-patient in need of
treatment a therapeutically effective amount ofa compcund of formula vI. Thzs invention
also relates to a method of treating chronic obstructive pulmonary disease or asthma, the - '
method comprising administering to a patient a therapeutically effective amount of a

compound of formula I. Additionally, in another of its method aspects, this invention

relates to a method of producing bronchodilation in a2 mammal, the method compnsmg

admlmstermg to a mammal a bronchodilation-producing amount ofa compound of

" formula I This invention also relates to method of antagomzmg a muscanmc receptor and

_agonizing a B, adrenergic receptor in a mammal, the method comprising administering to

the mammal a compound of formula I

Sincc'cornpounds of this invention possess both B adrenergic receptor agonist
acti‘vity and muscarinic receptor antagonist activity, such compounds are'also nseﬁll as
research tools. Accordmgly, in yet another of its method aspects, this mventlon telates to a
method of usinga compound of formula I as a research tool the method compnsmg
conducting a biological assay using a compound of formula I

The compounds of this invention ‘can also be used to evaluate new chémical '
compounds. Accordingly, in another of its method aspects, this invention relates to a
method of evaluating a test compound in a biological assay, the method comprising:

(a) conducting a biological assay with a test compound to provide a first assay value;

(b) conducting the biological assay with a compound of formula I to provide a second
assay value; wherein step (a) is conducted either before, after or concurrently with step (b);

- and (c) comparing the first assay value from step (a) with the second assay value from step

Thls mventlon also relates to processes and novel mtennedlates useful for preparmg

. compounds of formula L Accordmgly, in another of its method aspects, this invention

relates to a process of preparing a compound of formula I, the process comprising

deprotecting a compound of formula 6 (as defined herein) to provide a cornpvoun'd'of .

formula 1. _
. o
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In another of its method aspects, this invention relates to a process of prepa.nng a

a compound of formula L, the process comprising: (a) reactmg a compound of fommla 4 w11'.h

a compound of formula 5 in the presence of a reducing agent to prov1de a compound of
formula 6; and (b) deprotecting the compound of formula 6 to provide a compound of
formula I; where compounds 4, 5 and 6 are as defined herein. '

~ In a particular embodiment of this invention, the compounds of formula I are
prepared by deprotecting a compound of formula 6, wherein the hydroxyl-protecting group
is a silyl group. Accordingly, in yet another of its method aspects, this invention relates to
a process'of prepa_ting a compound of formula I, the process comprising deprotecting a

‘compound of formula 6a:

Iz

o | o} g
| 0 N/\/U\N | Osgi R
‘ JL/O R '

. wherein R“‘ R’ and R® are independently selected from C1.4-alky1 phenyl Cia
alkyl- (phenyl) or one of R!®, R'® and R'® is -O-(CM a]kyl), to provide a compound of
formula L

In other embodiments, the processes described herein further compnse the step of

forming a pharmaceutically acceptable salt of a compound of formula I. In other

“embodiments, this invention relates to the other processes described hcrein; and to the

product prepared by any of the processes described herein.

Ina particula: embodiment, this invention relates to a compound of formula IIT: -
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. or a salt or sferedisomer thereof, wherein Y' is selected from —CHO, -CN, -CH,0H,
" -CH(OR™)OR®, -C(O)OH, -C(O)OR*, bromo and iodo, where R** and R™ are selected

mdependently from Cy.6 alkyl, or R* and R are joined to form Cs.¢ alkylene, R3°
selected from Cy.¢ alkyl and Rl and Rz are as defined herein (mcludmg any spemﬁc or

preferred embodiments), which compounds are useful as intermediates in prgpanng

compounds of formula I. In a particular embodiment of formula IH, r! gnd _Rz are methyl."
' In another particular embodiment of formula 111, Y' is -CHO. In still another particular
'embodiment of formula ITI, R! and R? are methyl and Y' is —-CHO. '

This inivention also relates to the use of a compound of formula I for therapy

Addmonally, the invention relates to the use of a compound of formula I for the

_ manufacture of 2 medicament for the treatment of a pulmonary disorder; and to the _ﬁse ofa

'compoimd of formula I as a research tool. Other aspecfs and embodiments of this

invention are disclosed herein.

_ DETAILED DESCRIPTION OF THE [NVENTION
In one of its composition aspects, this invention relates to novel compounds of

formula I. The compounds of formuta I contain one or more chiral centers and the_refore, :

" - this invention is directed to racemic mixtures; pure stereoisomers (i.e., enantiomers or.

~ diastereomers); stereoisomer-enriched mixtures and the like untess otherwise indicated.

20

25

30

‘When a particular stcréqi‘somer is shown or named heréin, it will be understood by those

skilled m the art that minor amounts of other stereoisomers may be present in the

compositions of this invention unless otherwise indicated, provided that the utility of the

- composition as a whole is not eliminated by the presence of such other isomers.

In particular, compounds of formula I contain a chiral center at the carbon atom

indicated by the symbol * in the following partial formula:

’1 \N n N H
H H
OH

In a particular embodiment of this invention, the carbon atom identified by the

symbol * has the (R) conﬁguration. In this embodiment, the compounds of formula I have

e

/0
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. the (R) configuration at the carbon atom identified by the symbol * or are enriched in a

stereoisomeric form having the (R) configuration at this carbon atom.

The compounds of formulaI also contain several basic groups (e.8., amino groups)

and therefore, the compounds of formula I can exist as the free base or in vérious salt

. forms. All such forms are included within the scope of this invention. F urthermore

‘ '_solvates of compounds of formula I or salts thereof are 1ncluded w1th1n the. scope of this .

mvent10n ‘
Accordmgly, those skilled in the art wxll recogmze that reference to a cornpound
herein, for example, reference to a cornpound of formula I or compound 6, includes

reference to salts and stereoisomers and solvates of that compound unless otherw1se

: mdwated

Additionally, as used herein, the singular forms “a,” “an” and “the” inclixde the

-corresponding plural forms unless the context of use clearly dictates otherwise.

The nomenclature used herein to name the compounds of this invention and

mtermedxates thereof has generally been derived usmg the commercially available

have been named as p1per1d1n-4-yl ester derivatives of b1pheny1-2-yl carbam1c acid.

. Representative Embodiments
20

The following substituents and values are intended to provide representative

examples of various aspects and embodiments of this invention. These representative

values are intended to further define and illustrate such aspects'and embodiments and are
' not intended to exclude other embodiments or to limit the scope of this invention.: In this '

regard, the representation that a particular value or substltuent is preferred is not intended

in any way to exclude other values or substituents from this invention unless speclﬁcally

indicated.

In one embodiment, R' is methyl and R? is methyl,
In another embodiment, R! is ethyl and R? is ethyl.
In another embodiment, R! is methyl and R? is ethyl,
_ In another embodiment, R!is ethyl end R? is methyl.
Thus, in one of its composmon aspects, the present mventlon relates to compounds

of formula I selected from:"

/]
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| bipheny'l—Z-ylcarbamic. acid 1-[2-(4¥ {[(R)-2-(3-fqrmy]amiho-4-hydroxypheny1)-2-
hydroxyethylamino]methyl}-2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester -

» {compound IIa);

- biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-{{(R)-2~ (3—formylammo~4-hydroxypheny1)-2-
hydroxyethylammo]methyl} -2 5-d1ethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1pend1n-4-y1 ester

‘ (compound IIb); . .

biphenyl- 2-ylcarbam1c acid 1-[2~(4-{[(R)-2-(3- formylammo-4-hydroxypheny]) -2- .

' hydroxyethylammo]methyl} 2-methyl- S-ethylphenylcarbamoyl)ethyl]pxpendm—4—,yl ester

(compound Ilc);
" biphenyl-z ylcarbamm acid 1-[2- (4—{[(R) 2-(3 forrnylammo-4—hydroxypheny1) -2-
hydroxyethylanuno]methyl} -2-ethyl-5 -methy]pheny]carba.moyl)cthyl]p1per1d1n—4—y1 ester

) A(compound I1d);

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

Deﬁmtlons

When describing the compounds composmons methods and processes of this

E i_nvéntmn, the followmg terms have the following meanings unless otherwise indicated.

" The term “alky]l” means.a monovalent saturated hydrocarbon group which may be

. linear or branched. Unless otherwise defined, such alkyl groups typically contain from 1 to
90

10 carbbn atoms. Representative alkyl groups inciude by way of example, methyl ethyl,
-propyl ‘isopropyl, n-butyl, .s'ec-butyl isobutyl, tert-butyl n-pentyl n—hexyl n-heptyl n--

: octyI n- nonyl n-decyl and the like.

25

30

When a specific number of carbon atoms is intended for a particular term used _
herein, the number of carbon atoms is shown preceding the term. For example, the term
"C1 3 ailkyl" meéms an alkyl group having frofn 1 to 3 carbon atoms wherein the carbon
atoms are in any chemlcally—acceptable configuration,

The term “alkylene” means a divalent saturated hydrocarbon group that may be
linear or branched. .Untess otherwise defined, such‘alklylene groups typically contain from

1 to 10 carbon atoms. Representative alkylene groups include, by way of éxample,

- methylene, ethane-1,2-diyl (“ethylene”), propane-1, 2- d1y1 propane-l 3- d1y1 butarie-1,4-
- diyl, pentane-l 5-diyl and the like.

The term “amino-protecting group means a protecting groﬁp suitablé for

preventmg unde51red reactions at an amino group. Representative ammo-protectmg groups

—8--

/2
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.include but are not limited to tert-butoxycarbonyl (BOC), trityl (Tr), benzylbxycarbonyl

(Cbz), 9- ﬂuorenylmethoxycarbonyl (Fmoc), benzyl, formyl, tnmethylsﬂyl (TMS), tert-

butyldimethylsilyl (TBS), and the like.

" Theterm® ‘carboxy-protecting group” means a protecting group suitable for

- preventing undesired reactions at a carboxy group. Representative carboxy—protecti'ng

groups include, but are not limited to, esters, such as methyl, ethyl, ters-butyl, benzyl (Bn),

- p—meﬂioiyﬁenzyl' (PMB), 9- ﬂuorenylfnethyl (Fm), trimethylsilyl (TMS), tert-
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butyldlmethylsﬂyl (TBS), dxphenylmethyl (benzhydryl, DPM) and the hke

The term “compound of the invention” or “compound of formula I” or compound
of formula II” as used herein means the specified compound(s) or a pharmaceutically
acceptable salt or solvate or stereoisomer thereof unless otherwise indicated.

The term,“hé.lo” means fluoro, chloro, bromo and iodo.

The term "hydroxyl-protecting group” means a protecting group suitable for’
preventing undoéirable reactions at a hydroxyl group. ‘Repres'entative hydroxyl-profec’:ting
groups include, but are not limited to, silyl groups including tri(C,.¢ alkyl)silyl groups,
such as t_rime.thyllsi]y-l (TMS), triethylsilyl (TES), tert-butyldimethylsilyl (TBS) and the

- like; esters (acyl groups) including C).s alkanoyl groups, such as formyl, acetyl and the
“like; arylmethyl groups, such as benzyl (Bn), p-methoxybenzyl (PMB), 9-ﬂuorenylmethy1

(Fm), diphenylmethyl (benzhydryl, DPM) and the like. Additionaily, two hydrokyl groups

_can also.be protected as an alkylidene group, such as prop-2-ylidine, formed for exa.mple

- by reactmn with a ketone, such as acetone.

The term “leavmg group” means a functional group or an atom that can be
dlsplaced by another functlonal group or atom in a substitution reactlon, such as a

nucleophlhc substitution reaction. By way of example, representative leaving groups'

“include, but are not limited to, chloro, bromo and iodo groups; sulfonic ester groups, such

as mesylate, tosylate, brosylate, nosylate and the like; and acyloxy groups, such as acetoxy,

- trifluoroacetoxy and the like.

The term “mass median diameter” or “MMD” when used to refer to partlcles means

- the diameter such that half the mass of the particles is contained in pa.ttlcles w:th larger -

diameter.and half is contamed In particles with smaller diameter. -

The term “micronized” or “in micronized form” means pamcles in WhlGh at least

| about 90 percent of the part:cles have a diameter of less than about 10 ;,Lm unless otherv\nse

indicated.
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" The term “or a pharmaceutically accéptable salt or solvate or stereoisomer thereof”

as used herein is intended to iriclude all permutations of salts, solvates and stereoisomeljs,

~ such as a solvate of a pharmaceutically acceptable salt of a stereolsomer'of a compound of

formula I.

‘The term “pharmaceutically acceptable salt” means a salt that is acceptable for

administration to a patient, such as a mammal (e.g., salts having acceptable mammalian -

_safety for a given dosage reglme) Representatwe pharmaceutlcally acceptable salts

include salts of acetic, ascorbm benzenesulfonlc, benzoic, camphosulfonic, c1tnc, _
ethanesulfonic, edlsyhc, fumaric, gentisic, glucomc, glucoromc, glutam:c, hlppunc, :
hydrobromlc hydrochloric, isethionic, lactic, lactobmmc, maleic, mahc, mandelic,

methanesulfonic, mucic, naphthalenesulfonic, naphthalene-1 5-dlsulfomc, naphthalene—Z 6-

disulfonic, nicotinic, mtnc, orotic, pamoic, pantotheruc, phosphoric, succ1mc, sulfuric, -

tartaric, p-toluenesulfonic and xinafoic acid, and the like.
- The term “‘protected derivatives thereof” means a derivative of the cpeciﬁed

compound in which one or more functional groups of the compound are protected or

" blocked from undergoing undesired reactions with a protecting or blocking group.

Functional groups that may be protected include, by way of example, carboxy groups,

- amino -groups, hydroxyl groupé, thiol groups, carbonyl groupé and the like. Suitable

protecting groups for such functional groups are well known to those of ordinary skill in
the art as exemplified by the teachings in T. W. Greene and G. M. Wuts, Protecting: .

- Groups in Organ;’cSynthesis, Third Edition, Wiley, New York, 1999, and references cited .

therein.

" The term “salt thereof’ means a compound formed when the hydrogen of an amd is

replaced by a cation, such as a metal cation or.an orgamc cation and the like. In the present

invention, the cation typ1ca11y comprises a protonated form of a compound of formula I,

. 1.e. where one or more amino groups having been protonated by an acid. Preferably, the

salt i is a pharmaceutically acceptable salt, although this is not required for salts of
intermediate compounds that are not intended for administration to a patient. :
The term “solvate” means a complex or aggregate formed by one or more

molecules of a solute, i.e. a compound of formula I or a pharmaceutically acceptable salt

_ thereof, and one or more molecules of a solvent. Such solvates are typically crystalline

"~ solids having a substantially fixed molar ratio of solute and solvent. Representatlve

. 10~
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solvents include, by way of éxample, water, methanol, ethanol, isopropanol, acetic acid
and the like. When the solvent is water, the solvate formed is a hydrate. '

~The term “therapeutically effective amount” means an amount sufficient to effect

. treatment when administered to a patient in need of treatment.

' The‘tcrm “treating” or “treatment” as used herein rneans the treating or'treatment of

" a disease or medical condition (such as COPD or dsthma) in a pauent suchasa mammal

(part:cularly a human) that mcludes

(a) preventing the disease or medical condition from occumng, ie,
prophylactic treatment of a patient; ‘ _
(b) amehoratmg the disease or medical condmon, ie., ehmmatmg or causing
regressmn of the disease or medical condition in‘a patient;
(¢)  suppressing the disease or medical condition, i.e., slowiﬂg or arresting the
development of the disease or medical condition in a patient; or- '
(D alleviéting the symptoms of the disease or medical condition in a patient:

All other terms used herein are intended to have their ordinary meaning as

~ understood by those of ordinary skill in the art to which they pertain.

' 'General Svnthetlc Procedures

‘The compounds of this invention can be prepared from readily avazlable startmg

materials using the following general methods and procedures or by usmg other -

_ mformatl_on readily‘available to or known by those of ordma_ry skill in the art. -Although

~ the following procedures may illustrate a particular embodiment or aspect of the present

1nvent10n those skllled in the art will recogmze that other embodiments or aspects of the -
present irivention can bé prepared using the same or similar methods or by using other .
methods, reagents and starting materials known to those skilled in the art. It will also be
appreciated that where typical or preferred process conditions (i.e..,-reaction'temperatures,

times, mole ratios of reactants, solvents, pressures, etc.) are given, other process conditions

- can also be used unless otherwise stated. While optimum reaction conditions will typically

vary'dcpending on various reaction parameters such as the reactants, solvents and

- quantities used, those of ordinary skill in the art can readily determine suitable reaction

conditions using routine optimization procedures.

A Additionél]y, as will be apparent to those skilled in the artr,.conventional proteoﬁng

. ‘grdhps 'rnay be necossary or desired to prevent certain functional groups from undergoing

w11--
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undesired reactions. The choice of a suitable protecting group for dparticular functional

group as well as suitable conditions and reagents for protection and deprotection of such

functional groups are well known in the art. Protecting groups other than those Illustrated

' in the procedures descnbed herein may be used, if desned

In one embod1ment the compounds of formula I are synthesmed as illustrated in

. Scheme:

‘Scheme I:

Compound of Formulal .
L a12--



WO 2007/127196 L . ' PCT/US2007/009925

wherein P! is a hydroxyl-protecting group; and R*® and R™ are selected
indepenoently from C,._G alkyl, or R** and R®® are joined to form Cj, alkylene.

. As shown in Scheme I, compound 1 can be reacted with about 0.95 to about 1.05
molar equivalents of compound 2 to provide compound 3. This Michael reaction is |
typlcally conducted at a temperature ranging from about 0 °C to about 75 °C, typlcally

about 40 °C to about 45 °C, for about 8 to about 24 hours or un‘u] the reactlon is

- substantially complete. Generally, this reaction is conducted in a su1tab1e diluent, such as

- dichloromethane or mixtures of dichloromethane and methanol or ethanol and the like.
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Wpon completlon of the reaction, the product is typically isolated using conventional |

procedures, such as extraction, recrystallization, chromatography and the like.

Alternatively, the reaction mixture containing compound 3 can be used directly in the next

step of the synthesis.
Compound 3 is then reacted with aqueous acid to hydrolyze the acetal group and
provide aldehyde compound 4. Any suitable acid can be employed in this reaction

mc]udmg, by way of example, hydrochloric acid, sulfuric acid, mcthancsulfomc acid,

' p- toluencsulfomc acid and the like. The hydrolysis reaction is typlcally conducted at a

‘temperature ranging from about 0 °C to about 30 °C, typically about 20 °C to about 25 °C,

for about 1 to about 6 hours or until the reaction is substantially complete. Generally, this

" reaction is conducted in a suitable diiuent, such as methanol, ethanol, isppropanol,

dichloromethane/ethanol, acetonitrile and the like. Upon completion of the reaction, the

" product is typically isolated using conventional procedures, such as extraction,

recrystalhzatlon chromdtography and the like. ,
Compound 4i is then reacted with about 0.95 to about 1 5 molar equwalents of

compound 5i in the presence of a reducing agent to afford compound 6. Any suitable-

reducing ageut may be used in this reaction including, by way of illustration, a’met‘al‘

' Hydride ‘reéigent such' as sodium borohydride, sodium ti'iacetoxyborohydride, sodium-

cyanoborohydnde and the like, or hydrogen and a metal catalyst, such as palladium on
carbon and the hke Tlrus reductive alkylation reaction is typically conducted ata
temperature ranging from about —20 °C to about 30 °C, typically about 0 °C to about 5 °C,
for about 1 to about 6 hours or until the reaction is substantially complete. 'Gene'rally, this

reaction is conducted in a suitable diluent and a protic solvent, such as dichloroethane and

~.methanol, and the like. 'Upon cornpletion of the reaction, the product is typiczilly isolated

-=13--.
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using conventional procedures, such as extraction, recrystallization, chromatography and
the like. »

Compound 6 is then deprotected to provide a compound of formula I The -

particular conditions used to deprotect compound 6 will depend on the protecting group

employed.' For example, when P! is a silyl protecting group (i.e.,»acompound of formula

6a as defined herein), such as tert-butyldimethylsilyl, zert-butyldiphenylsilyl,

' dlphenylmethylsﬂyl di-tert-buylmethylsilyl, zers-butoxydiphenylsilyl and the like, this

10

15

deprotectlon reaction is typically conducted by contacting compound 6a with a source of
ﬂuonde ion. In aparticular embodlment the source of fluoride ion is triethylamine

tnhydroﬂuonde Other suitable sources of fluoride ion 1nclude tetrabutylammomum

fluoride, potassmm ﬂuonde with 18-crown—6 hydrogen fluoride, pyndme hydroﬂuonde
and the like. This reaction is typ:cally conducted at a temperature rangmg from about 0 °C

".‘to about 50 °C, typically about 10 °C to about 25 °C, for about 24 to about 72 hours or until
 the reaction is substantially complete Generally, this reaction is conducted ma sultable

diluent, such as dichloroethane and the like. Upon completlon of the reactlon, the product _

. is typically isolated using conventional procedures, such as extraction, recrystalllzatlon,

20
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chromatography and the like. ,

Compound 1 is known in the art or can be prepared from commercially available

‘starting materials and reagents using known procedures. See, for example, U.S. Peter;t :

Application Publication No. U.S. 2004/0167167 Al and R. Naito et al., Chem. Pharm

" Bull. 46(8) 1286 1294 (1998) By way of example compound 1 can be prepared as
illustrated in Scheme I0:

VScheme II

: __P? . .
—emq HO NJLO o
N=C=0 8 H S
‘ - — 1

As shown in Scheme II, biphenyl-2-isocyanate (7) is reacted with an N-protected 4-

I~

‘hydroxypiperidine 8, where P? is an amino-protecting group such as benzyl, to ptovid_e

carbamate intermediate 9. This reaction is typically conducted at a temperature ranging
from about 20 °C to about 100 °C, typ_icelly about 60 °C to about 80 °C, for about 6 to '

we1dm-
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about 24 hours or until the reaction is substantially complete Ifdesued tlns reaction can

| be conducted in a suitable diluent, such as dichloromethane, toluene and the hke

Altematxvely, this reaction can be conducted in the absence of a diluent. Upon completion

of the reaction, the product 9 is typically isolated usin;g conventional proce&u'res, such as

' extr'ac.tion, recrystallization, chromatography and the like. Alternatively, the reaction

mixture containing compound Qis used directly in the next step of the synthesis. _

The ai’nino-protecting group, P? , is then removed from compound'9 using

: convent10nal procedures to afford. compound 1. For exa.mple when P?i is a benzyl group,

o 'compound 9 can be deprotected using hydrogen or ammomum formate, i in the presence of
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a catalyst, such as a palladlum catalyst. Representative catalysts include, by way of :

. 111ustrat10n palladium on carbon, palladium hydrox1de on carbon and the like. This

reactlon is typlcally conducted at a temperature ranging from about 20 °C to about 50 °C

typically about 40 °C, for about 6 to about 24 hours or until the reactlon is substantlally

.complete Generally, this reaction is conducted in a suitable dxluent such as methanol

ethanol, 1sopropar;ol and the like. Upon completion of the reaction, compound lis
typically isolated using conventional procedures, such as extraction, recrystallizatiori, -
chromatography and the like. '

Compounds of formula 2 are known in the art or can be prepared from

commercially available starting materials and reagents using known procedures. By way

of illustration, compounds of formula 2 can be prepareci as shown in Scheme IIT:

Scheme OI

--15--

/9



WO 2007127196 - o PCT/US2007/009925

-. As shown in Sc_heme III, an anilineoompound of formula 10, where X! is Bmmo,oi'

- jodo, is first protected at the amino group to provide a compound of formula 11, where P*

s an'arnino-protecting group and P is hydrogen or an amino-protecting group. Any

suitable ammo-protectmg group may be used, such as benzyl 4—rnethoxybenzy1

trifluoroacetyl and the like. For example, a compound of formula 10 can be reacted wnth

' about 2 or more molar equivalents, preferably about 2.5 to about 3.0 molar equivalents, of

" abenzyl halide, such as benzyl chloride, bromide or iodide, to afford compound 11 where
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" P*® and P are both benzyl. This reaction is typically conducted at a temperatire ranging

from about 0 °C to about 50 °C, typically about 30 °C, for about 18 to about 24 hours or

until the reaction is substantially complete. Generally, this reaction is conducted in a

suitable diluent, such as methanol, ethanol, isopropanol and the like. Typically, .this

reaction is also conducted in the presence of a suitable base, such as potassium carbonate,

 sodium carbonate and the like. Upon completion of the reaction, compound 11 is typioally

isolated using coﬁventional procedures, such as extraction, recrystallization,

‘ chromatography and the like.

Representatwe compounds of formula 10 that can be employed in thls reaction

1nc1ude 2,5-dimethyl-4-iodoaniline, 2,5-diethyl-4-iodoaniline, 2- cthyl- 4-1odo-5-
- methylaniline, 5- ethyl-4-iodo-2-methylaniline, 4- bromo-2 5- dlmethylamlme, -bromo-2 5-

diethylaniline, 4-bromo-2-ethyl-5-methylaniline, 4-bromo-5-ethyl-2-methylaniline and t_he

. like. Such compounds are commercially available (for example, from Spectra Group
" Limited, Inc., Millbury, OH) or can be prepared from cornmerc;ally available starting

' 'rnaterlals and reagents usmg conventional procedures.

Compound 11 is then contacted with about 1 to about 2 molar equivalents of an

“alkyl lithium reagenf, such as n-butyllithium or 'tert-butyllithium, to form the

corresponding anion in which the X! group has been exchanged for littxiuol. This reaction

is typically conducted at a temperature ranging from about -70 °C to about 0 °C, typically

‘about -20 °C, for about 0.25 to about 1 hour or until the reaction is substantially co‘mplete.

- Generally, this reactlon is conducted in a suitable dlluent suoh as to]uene xylene, o

tetrahydrofuran and the llke

The resultmg llthlum anion is not isolated, but is reacted in situ w1th a rnolar excess

of N,N- dlmethylformarmc_le,to provide compound 12. Generally, about 2 to about 4 molar

equivalents of N,N-dimethylformamide are used. This reaction is typically conducted at a

temperature ranging from about -70 °C to about 0 °C, typically about -20 °C to about 0 °C,
16--
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K _ for about 0.5 to about 2 hours or until the reaction is substantially complete. Upon_

10

completion of the reaction, compound 12 is typically isolated usirg conventional ’

' procedures such as extraction, recrystalllzatlon chromatography and the llke

The aldehyde group of compound 12 is then protected as an acetal by reactmg
compound 12 w1th an alcohol or a diol i in the presence. of an acid catalyst Any suitable
alcohol or diol can be used in this reaction. For example, representative alcohols and diols

include methanol ethanol, #n-propanol, ethylene glycol, propylene glycol and the like.

" Generally, a molar excess of the alcohol or diol are employed in this reaction, preferably

“about 2 to about 4 molar equivalents.

Any suttable acid catalyst may be used in thls reaction to fac1l1tate formatlon of the

: acetal Representatlve acid catalysis include, by way of example, p—toluenesulfomc acid,

" benzenesulfomc acid, hydrochloric acid and the like.

The reactlon is typically- conducted at a temperature ranging from about 50 °C to

. about 100 °C typ1cally about 60 °C to about 80 °C, for about 12 to about 24 hours or until

15

20

the reaction is substanually complete. Generally, this reaction is conducted ina sultable
‘ dlluent such as toluene xylene and the like. Typically, the reactlon is conducted in a

_ma.nner whtch allows the water produced to be removed, such as by azeotropm distillation

or by.the use of molecular sieves. Upon completion of the reaction, compound _1; is

. ‘typically isolated using conventional procedures, such as extraction, recrysta]liaation,

chromatography and the like Alternatively, the reaction mixture containing compound 13

- can be used directly in the next step of the synthesis.

After formation of the acetal the amino group of compound 13 13 is deprotected using

‘standard reagents and conditions to form compound 14. For example, if P** and P** are’

o benzyl groups, compound 13 can be deprotected using hydrogen and a catalyst, suchasa

25

'. palladmm catalyst. Representanve catalysts mclude by way of example, palladmm on

» carbon palladtum hydroxide on carbon, and the like. This reaction is typlcally conducted

ata temperature ranging from about 20 °C to about 50 °C, typlcally about 25 °C to about ‘

s 30 °C for about 4 to about 12 hours or untll the reaction is substantxally complete

30

’ Generally, this reaction is conducted in a suitable diluent, such as methanol ethanol

ethanol/ethyl acetate mixtures and the like. Upon completion of the,reactxon, compound 14

is typically isolated using conventional procedures, such as extraction, recrystallization,

chromatography and the like.

w17--
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Compound 14 is then reacted with an acryloyl halide 185, where X?is chloro, bromo

or iodo, to form compound 2. This reaction is typically conducted at a temperature rangmg

'~ from about -20 °C to about 25 °C, typically about 0 °C to about 5 °C, for about 0.5 to about

~ 6 hours or until the reaction is substantially complete. Generally, this reactlon is conducted

in a suitable diluent, such as dichloromethane and the like, in the presence of a suitable

. base, such as di_isoprop;klethylamine, triethj/lamine and the like. Generally, about 1 to 1.2,

molar equivalents of the acryloyl halide and about 1 to about 2 molar equivalegt of the

base are used in this reaction. Upon completion of the reaction, compound 2 is typically

isolated using conventional procedures, such as extraction, recrystallization,

chromatography and the like.

- Compounds of formula 5 are known in the art or can be prepared from

' oommer_ciAally available starting materials and reagents using known procedures. By way

- of illustration, compounds of formula 5 can be prepared as shown in Scheme IV:

Scheme IV
_op*
b
-
XN N H . X
OH H
| 16
- 5

As illustrated in Scheme IV, compounds of formula 5 can be prepared from

- Icompounds of formula _1_'«_6_,.where Ptisa hydroxyl-protecting'_group, such as benzyl, and x?
+ isaleaving group, such as chloro, bromo or iodo. Compounds of formula _1_6_ ere known in
" the art.'For example, U.S. Patent No. 6,268,533 B1, issued July 31, 2001; and R. Hett et

al., Organic Process Research & Development 1998, 2, 96-99; describe the prepaiation of
N-[2-benzyloxy-5-((R)-2-bromo- 1-hydroxyethyl)phenyl] formamide-(i.e., the @

enantiomer of compound 16, where P* is benzyl and X3 is bromo) startmg #rom 2-bromo-

4’-benzyloxy—3’-mtroacetophenone the synthesis of which is described in K. Murase et al

18-
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Chem. Pharm. Bull., 25(6) 1368-1377 (1977). If desired, the racemic form of compound

" 16 can be prepared' by using a non—chiral reducing egent such as borane__dimethylSulﬁde

. cornplex to reduce 2- bromo-4’-benzyloxy-3’-mtroacetophenone

The hydroxyl group of compound 16 is protected using conventlonal procedures
and reagents to prowdc compound 17, where P' isa hydroxyl-protectmg group. Ina_ |
particular embodiment, the hydroxy!- protectmg group is a silyl protectmg group, such as '
dlmethyhsopropylsrlyl diethylisopropylsilyl, dimethylhexylsilyl, tert—butyldlmethylsrlyl
tert-butyldiphenylsilyl, diphenylmethylsilyl and the like. For example, compound 16 can
be reacted with about 0.95 to about 1.2 molar equivalent of tert—butyldrmethylsrlyl chloride
in the presence of about 1.1 to about 1.3 molar equivalents of imidazole to provide

compound 17 where P! is tert-butyldimethylsilyl. This reaction is typically conducted at a

o temperature rangmg from about 0 °C to about 50 °C, typically at room temperature, for
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.. about 24 to about 48 hours or until the reaction is substantially complete, Generally, this

reection is conducted ina suitable diluent, Such as N,N-dimethylformamide and the like.

Upon completion of the reaction, compound 17 is typically isolated using conventional

' proce_dures; such as extraction, chromatography and the like. By way of further .

illustration, the synthesis of N-{2-benzyloxy-5-[(R)-2-bromo-1-(tert-
butyld1methylsrlanyloxy)ethyl]phenyl} formamide is described in Example 2 of U S. Patent

, Publication No. US 2004/0248985 Al, pubhshed December 9, 2004,

Compound 17 is then reacted with a benzyl amine (i.e., Bn'NH,) to afford
compound 18, where Bn' is an unsubstituted benzyl group or a substltuted benzyl group |
having 1 to 3 substituents on the phenyl ring of the benzyl group selected mdependently
from Cj4 alkyl or Ci« alkoxy. Representative benzyl amines include, benzylamine, 3,4-
dimethoxybenzylamine, 4-methoxybenzylamine, 4-methylbenzylamine and the like. This
reaction is typ'ical_ly conducted'by contacting compound 17 with about 2 to about 4 molar
equivalents of the benzyl amine at a temperature ranging from about‘40 °C to about 100 °C,
typically from about 80 °C to about 90 °C, for about 5 to about 24 hours or until the
reaction is substa.ntielly'complete. ‘Gene'rally,.this reaction is conducted in a suitable -
diluent, such as N-methyl-2-pyrrolidone (NMP) and the like, Upon completion of the
reaction, compound 18 is typically isolated using conventlonal procedures such as
cxtractron chromatography, recrystalhzatlon and the like,

Remova] of the benzyl group, Bn', and P* -using conventlonal procedures and

. reagents then affords compound 5. Inone embodlment both Bn' and P are benzyl groups

--19--
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“that are removed in the same reaction mxxture Typlcally, this reaction 1s conducted by
_ contactmg compound 5 with hydrogen in the presence of a catalyst, such as a palladium

: cata_lyst. Representatrve catalysts include palladlum hydroxide on carbon, palladlum on

carbon, and the like. Generally, this debenzylation reaction is conducted in the pr'esence of
an acid, such as acetic acid, formic acid and the like. This reaction is typically conducted
ata temperature rangmg from about 10 °C to about 50 °C, typically at room temperatu.re,
for about 6 to about 24 hours or until the reaction is substantlally complete. Generally, this

reaction is conducted in a suitable diluent, such as methanol ethanol and the llke Upon

~completion of the reaction, compound 5 is typically isolated usmg conventional

procedures such as extraction, chromatography and the like. In a pamcular embodlment
compound 3 1s isolated as the acetic acid salt.

Those of ordinary skill in the art will recognize that the compounds of formula I

- ‘_ can also be prepared by other synthetlc procedures. For example, the partlcular order in

.15
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which the synthetic steps are conducted can be changed or different mtermedxates can be

employed. By way of illustration, compounds of formula II:

oot

where Y' is -CN, -C(O)OH or -C(O)OR™ can be reduced using conventional procedures

‘and réagents to provide aldehyde 4 (i.e., where Y!is -CHO). Additionally, such

compounds can be reduced to the alcohol i.e., where Y' is -CH,OH, and the alcohol can

then be oxidized usmg standard procedures and reagerits to prov1de aldehyde 4 (1 e., where

QY is ~CHO).

If desired, pharmaceutlcally acceptable salts of the compounds of formula I can- be

' prepared by contactmg the free base form ofa compound of formula I with a

4 phannaceutlcally acceptable acid.

Further details regarding spec1ﬁc reaction conditions and other. procedures for

preparmg representative compounds of this invention or mtermed1ates thereof are

described in the Examples-set forth below.:
w20
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; Pharmaceutxcal Composmons, Combinations and Formulations
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- The compounds of this invention are typlcally admlmstered toa patlent in the form

of a pharmaceutical composition or formulation. Such pharmaceutlcal composmons may. _

- be administered to the patient by any aécepfabie route of adminisfration including, but not
E limited to, inhaled, oral, nasal, topical (including transdermal) an(l parenteral modes-of -
A admuustratlon It will be understood that any form of a compound of this invention, (i.e.,
: freebase, pharmaceutw'llly acceptable salt, solvate, etc.) that is suitable fora part1cular_

mode of administration can be used in the pharmaceutical compositions discussed herein.

Accordmgly, in one of its composmons aspects, this invention relates to a
pharmaceutlcal composition comprising a pharmaceut:cally acceptable carrier or exc:plent

and a compound of formula I. Optlonally, such pharmaceutical composmons may contain

‘other therapeutic and/or formulatmg agents 1f‘ desired.

The pharmaceutlcal compositions of this invention typically contaln a

. therapeutlcally effective amount of a compou.nd of formula'I. Those skilled in the art will

. recognize, however, that a pharmaceutlcal composmon may contain more than a

therapeutically effectlvebamoun_t, i.e., bulk compositions, or less than a therapeuucally

effec{ive amount, i.e., individual unit doses designed for multiple administration 1o achieve .

a therapeutlcally effective amount

.. Typically, the pharmaceutical composxtlon will contain ﬁom about 0. Ol to about 95

'percent by weight of the therapeutic agent; including, from about O 01 to about 30 percent

by welght such as from about 0.01 to about 10 percent by weight of the therapcutlc agent.
Any conventlonal carrier or exc:plent may be used in the phannaceutlcal
comp.osmons of this invention. The choice of a particular carrier or excipient, or
¢ombinations of carriers or ex'ipients, will’depeud on the mode of administratioh'beihg

used to treat a particular patient or type of medical condition or disease state. In this

‘ 'regard the preparation of a suitable pharmac'eutical composition for a particular mode of

administration is well w1thln the scope of those of ordinary skill i in the pharmaceutlcal arts.

The carriers or excxplents used in the pharmaceutlcal compositions of this mventlon

'."a-re commermally available. For example, such miaterials can be purchased from Sigma:
30

(St. LOUIS MO). By way of further 111ustrat10n conventlonal formulatlon techmques are .

~well known to those of ordmary skill in the art as exemplified by the teachmgs in -

Remington: 'The Science and Practice aof Pharmacy, 20" Edlthn, Lippincott Wllhams & .

'.Whlte, Baltlmore, Maryland (2000), and H.C. Ansel et al., Pharmaceuttcal Dosage F orms

3
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and Drug Delwery Systems, 7™ Edition, Llppmcott Wllhams & Whlte, Baltrmore

Maryland (1999). _ _
" Representative examples of materials which can serve as pharmaceutically
acceptable cam'ers include, but are not limited to, the followirrg' (1) sugars srich as 1actos‘e

glucose and sucrose; (2) starches, such as corn starch and potato starch; (3) cellulose, and

its derwatrves, such as sodium carboxymethyl cellulose, ethyl cellulose and cellulose
"acetate, (4) powdered tragacanth; (5) malt; (6) gelatm, (7) talc; (8) excrplents, such as

cocoa butter and suppository waxes; (9) oils, such as peanut 011, cottonseed_ oil, safflower

oil, sesame oil, olive oil, corn oil and soybean oil; (10) glycols; such as propyle_né glyool;
(1) polyols, such as glycerin, sorbitol, mannitol and polyethylene glycol; (12)‘esters, such
as ethyl oleate and ethyl laurate; (13) agar; (14) buffering agents, such as mégnesium |
hydroxide and aluminum hydroxide; (15) alginic acid; (16) pyrogen-free water; (17)

| isotonic saline; (18) Ringer's solution; (19) ethyl alcohol; (20) phosphaté buffer solutions;
- (21) compressed propeltant gases, such as chlorofluorocarbons and hydrofluorocarbons;

15 ' and (22) other non-toxic compatible substances employed in pharmaceutical compositions. .

The pharmaceutrcal compositions of this mvermon are typically prepared by

'l thoroughly and 1nt1mately mlxmg or blending a compound of the invention with a

' pharmaceutlcally acceptable carrier and any optional ingredients. If necessary or desued

the resulting uniformly blended mixture can then be shaped or loaded into table_ts, c_:apsules_,

pills, canistérs, cartridges, dispensers and the like using conventional procedurés and -

~ equipment. , _ _
~ In one embodiment, the pharmaceutical compositions of this invention are suitable

. for inhaled adminiStratioﬂ Suitable pharmaceutical compositions for inhaled

admlmstratlon will typically be in the form of an aerosol or a powder. Such composrtlons

- are generally administered using well-known delivery devices, such as a nebulizer inhaler,

a metered-dose inhaler (MIDI), a dry powder inhaler (DPI) or a similar delivery device.

In a specific embodiment of this invention, the pharmaceutical composttion

. comprising the therapeutic agent is administered by inhalation using a nebulizer inhaler.

Such nebulizer devices typically produce a stream of h1gh velocrty air that causes the
phannaceutlcal composition comprising the therapeutlc agent to spray as a mist that s )

carried into the patient's resplratory tract. Accordingly, when formulated foruséina

‘nebuhzer mhaler the therapeutic agent is typically dissolved in a suitable carrier to form a

- solution, Altematlvely, the therapeutic agent can be micronized and combined with a

22
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suitable carrier to form a suspension of micronized particles. Nebulizer devices suitable

 for administering therapeutic agents by inhalation are well known to those of ordinary skill

" in the art or such device are commercially ava:lable For example, representatlve

nebulizer devices or. products include the Respimat Softmist Inhalaler (Boehrmger ) V

*. Ingelheim); the AERX Pulmonary Delivery System (Aradigm Corp s the PARILC Plus
o Reusable Nebuhzer (Pari GmbH); and the like.

. A representative pharmaceutlcal composmon for use ina nebuhzer mhaler

eompnses an isotonic aqueous solution compnsmg from about-0.05 pg/mL to about

10 mg/mL of a compound of formulal. In one embodiment, such a. solutlon has a pH of *

about 410 about 6.
In another specific embodiment of this invention, the pharmaceutlcal composmon

i 'compnsmg the therapeutlc agent is administered by inhalation usmg a d-ry powder inhaler.
"Such dry powder inhalers typically administer the therapeutlc agent asa free-flowing

. powder that is dlspersed ina patient's. air-stream during 1nsp1rat10n In order to achieve a

15" free- ﬂowmg powder, the therapeutic agent is typmally forrnulated with-a su1table ex<:1p1ent

such as Iactose ‘starch, mannitol, dextrose, polylactlc acid (PLA) polylact1de-co glycollde

(PLGA) or combmattons thereof. Typlcally, the therapeutic agent is rmcromzed and

combmed w1th a suitable carrier to form a blend suitable for mha]at1on Accordmgly, in -

. one _embodlmerlt of the invention, the compound of formulalis m micronized form.

A representative pharmaceutical cornposition for use'in a dry powder inhaler )

: compnses dry milled lactose and mlcromzed part1cles of a compound of formula I

Such a dry powder formulatlon can be made for example, by comblmng the lactose

- wrth the therapeutic agent and then dry blending the components: Altematlvely, f de51red

25

30

the therapeutic agent can be formulated without an excipient. The pharmaceuucal 1
composition is then typically loaded into a dry powder dispenser, or into inhalation
cartrldges or capsules for use with a dry powder delivery device. |

Dry powder inhaler dehvery devices suitable for administering therapeutlc agents

' by inhalation are well known to those of ordinary skill in the art or Asuch devices are.
- commercially available. For example, representative dry powder inhal_er deliv’ery devices
or p'roducts include Aeolizer (Novartis); Airmax (iVAX); ClickHaler (Innovata Biomed);
. stkhaler (GlaxoSmlthKhne), Drskus/Accuhaler (GlaxoSrmthKlme) Easyhaler (Onon

Pharma) Echpse (Aventls) FlowCaps (Hovione); Handlhaler (Boehnnger Ingelhelm)

' Pulvinal (Chiesi); Rotahaler (GlaxoSrmthKJme) SkyeHaler/Cert1haler (SkyePharma),

23
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: Tw1sthaler (Schermg—Plough) Turbuhaler (AstraZeneca), Ultrahaler (Aventls) ‘and the
- llke |

' In yet another specific embodiment of this invention, the pharmaceutical

" "composition comprising the therapeutic agent is administered by inhalation using a

metered-dose inhaler. Suchmefered—dose inhalers typically discharge a measured amount

*of the therapeutic- agent using a compressed propellant,gas_. Accordingly,- pharma_ceutieal

eompositions administered using a metered-dose inhaler typically comprise a soliltion or
suspeﬁsion of the therapeutic agent in a liQueﬁed propellant. Any éoitable liquefied
proﬁeliant may be employed including chlorofluorocarbons, such as -CC13'F, and
hydroﬂuoroalk_anee (HFAs), such as 1,1,1,2-tetrafluoroethane (HFA 134a) and - -

. 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propane, (HFA 227). Due to concerns.about

‘chlorofluorocarbons affecting the ozone layer, formulations containing HF As are generally

preferred. Additional optional components of HFA formulations include co-solvents, such

~ as ethanol or pentane, and surfactants, such as sorbitan trioleate, oleic acid, lecithin, and

glycerin.

A representative pharmaceutical composition for use in a metered-dose inhaler

“com'pfises from about 0.01 % to about 5 % by weight of a compound of forihula I from

about 0 % to about 20 % by weight ethanol; and from about 0 % to about 5% by welght ’
surfactant with the remalnder being an HF A propellant.
Such compositions are typically prepared by adding chilled or pressunzed

hydroﬂuoro_alkane to a suitable container containing the therapeutic agent, ethanol (if

pteSent) and the surfactant (if present). To prepare a suspension, the therapeuti‘c ageht is

. mlcromzed and then combined thh the propellant The formulation is then loaded mto an

aerosol canister, which forms a portlon of a metered-dose inhaler device.

Metered-dose inhaler devices suitable for admm]stenng therapeutic agents by

~inhalation are well known to those of ordmary skill in the art or such devices are
‘commercially available. For example, representative metered-dose inhaler devices or

' pfoducts include AeroBid Inhaler System (Forest Pharmaceuticals);', Atrov'ent Inhalafion;

Aerosol (Boehringer higelheim); Flovent (GlaxoSmithKline); Maxair Inhaler (3M); -
Provenhl Inhaler (Schering); Serevent Inhalatlon Aerosol (GlaxoSmlthKlme), and the like.

In another embodlment the pharmaceutwal compositions of this invention are )

 suitable for oral administration. Suitable pharmaceutlcal composmons for oral

. admlmstratxon may be in the form of capsules, tablets, pills, lozenges, cachets, dragees

Y
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powders, g;ranules or as a solution or a'suspension in an aqueous or non-aqueous hquld or

as an oil- in-water or water-in-oil liquid emulsion; or as an elixir or syrup, and the like;
~ each contammg a predetermined amount of a compound of the present invention as an

- actwe ingredient.

- When intended for oral admmtstra.tmn ina sohd dosage forrn (i.e., as capsules

- tablets, pllls and the hke) the phannaceutlcal compositions of this mventlon will typxcally
e comprise a compound of the present invention as the actwe 1ngred1ent and one or more

- ‘pharmaceutically acceptable carriers, such as sodlum c1trate or dtcalcmm phosphate

Optionally or altematwely, such solid dosage forms may also compnse. (1) fillers or

extenders, such as starches, lactose, Sucrose, glucose, mannitol, and/or silicic acid; (2)

binders, such as carboxymethylcellulose‘elginates' gelatin, polyvirtyl pyrrolidone, sucrose :

and/or acacia; (3) humectants, such as glycerol; (4) disintegrating agents, such as agar-

‘agar, calcium carbonate potato or tap1oca starch, alglmc acid, certam silicates, and/or
' sodium carbonate; (5) solution retardmg agents, such as paraffin; (6) absorption
accelerators, such as quaternary ammonium compounds €] wettmg agents such as cetyl ~

alcohol and/or glycerol monostearate; (8) absorbents such as kaolin and/or bentonite clay, :

(9) lubricants, such as talc, calcium stearate magnesium stearate sohd polyethylene

- glycols, sodium lauryl sulfate, and/or mixtures thereof (10) co]onng agents, and (1 l)

buffenng agents

Release agents wettlng agents coating agents sweetening, ﬂavormg and

compositions of this invention. Examples of pharmaceutlcally acceptable ant10x1dants g

1nclude D water-soluble antioxidants, such as ascorbic acid, cysteine hydxochlonde

sodium b1sulfate, sodium metabisulfate sodium sulfite and the like; (2) onl—soluble

. ant10x1dants, such as ascorbyl palmitate, butylated hydroxyamsole (BHA), butylated

hyd.roxytoluene (BHT) lecithin, propyl gallate, alpha-tocopherol and the Ilke, and (3)

metal chelatmg agents, such as cltnc acid, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),

| _ so1jb1tol, tartaric acid, phosphoric acid, and the like. Coating agents for tablets, capsules,
~ pills and like, include t_hbse used for enteric coatlngs, such as cellulose acetate phthalate
30

(CAP), polyvinyl acetate phthalate (PVAP), hydrox'ypfopyl‘methylcellulo'se phthalate,

'methacrylic acid!methacrylic acid ester copolymers, cellulose acetate trimellitate (CAT),

carboxymethyl ethyl cellulose (CMEC), hydroxypropyl methyl cellulose acetate succmate

| (HPMCAS), and the like.

25
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If desired, the pharmaceutical compositions of the present invention may also be
formulated to provide slow or controlled release of the active ingredient using, by way of

example, hydroxypropyl methyl ce]lulose in varying proportlons, or other polymer -

* matrices, liposomes and/or microspheres.

In addmon, the pharmaceutical compositions of the present 1nventlon may

optlonally contam opaclfymg agents and may be formulated so that they release the actxve

) mgredlent only, or preferentlally, in a certain portion of the gastromtestmal tract,

optlonally, ina delay_ed manner. .Examples of embeddmg compositions which can be used

include‘polymen'c substances and waxes. The active ingredient eah also be in micro-‘
: encapsulated form, if appropriate, with one or more of the above-descnbed exclplents

Suitable iiquid dosage forms for oral admmtstratlon include, by way of 1llustratlon '

pharmaceutically acceptable emulsions, mtcroemulsmns solutlons suspensmns Syrups-

~ and elixirs. Such liquid dosage forms typlcally comprise the active mgredlent and an mert

* diluent, such as, for example, water or other solvents, solubilizing agents and emulmﬁers,

such as ethyl alcohol, isopropyl alcohol, ethyl carbonate, ethyl acetate, benzyl alcohol, -

. benzyl benzoate, propylene glycol, 1,3-butylene glycol,'oils (esp., cottonseed, groundnut,
‘corn, germ, olive, castor and sesame oils), glyce'rol tetrahydroﬂerl alcohol, polyethylene '

' glycols and fatty acid esters of sorbitan, and mlxtures thereof. Suspensions, in addltlon to

the active ingredient, may contam suspending agents such as, for example, ethoxylated

1sostearyl alcohols polyoxyethylene sorbitol and sorbitan esters, mlcrocrystallme cellulose a

alummtum metahydrox1de bentomte, agar-agar and tragacanth, and mixturés thereof

When intended for oral admuustratmn, the pharmaceutxcal composmons of this

_mventwn may be packaged in a unit dosage form. The term "unit dosage form" means a

physically discrete unit suitabie for dosing a patlent i.e., each unit conta.mmg a

predetermined quantity of active agent calculated to produce the desired therapeuuc effect '

either alone or in combination with one or more additional units. For example such umt
dosage forms may be capsules, tablets p:lls and the like.

The compounds of this 1nvent10n can also be administered transdermally using

. 'known transdermal delivery systems and excipents. For example, a compound of this
-mventlon can be admixed with permeation enhancers, such as propylene glycol

g polyethylene glycol monolaurate, azacycloalkan—Z-ones and the lllce, and incorporated into
.a patch or similar delivery system. Additional excipients including gelling agents, '

: emulsiﬁers and buffers, may be used in such transdermal compositions if c_ljesired."

--26--
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Addmonally, the compounds of this invention can be adm: lmstered parenterally,

i.e, mtravenously, subcutaneously or intramuscularly. For parenteral achmmstratton a
~ compound of formula I is typically dissolved in a carner acceptable for parenteral
- administration, such as sterile water, saline, vegetable oil and the like: By way of

' 111ustrat10n an intravenous composition typically compnses a sterile aqueous solutlon ofa

compound of formula I, wherein the solution has apH in the range of about 4 to about 7.

If desu’ed the compounds of this invention may be administered in combination

- with one or more other therapeutic agents. In this embodiment, a compound of this

mventlon is elther physu ally rmxed with the other therapeut1c agent to form a composmon

,contammg both agents; or each agent is present in separate and dtstmct composmons

-wl'uch are administered to the patient sxmultaneously or sequentially.

For example, a compound of formula I can be combined with second therapeutlc

' agent using conventional procedures and equlpment to form a composition comprisinga

,cornpound of formula I and a second therapeutic agent. Additionally; the .therapeutic -

agents may be combined with a pharmaceutically acceptable carrier to form a

pharmaceutical composition compfising a compound of formula I, a second therapeutic

- agent and a pharmaceutically acceptable carrier. In this embodiment, the cormponents of

the composition are typically mixed or blended to create a physical mixture. The physical

"_mixture is then administered in a therapeutically effective amount using any of the routes
20 ' -

described herein.

Alternattvely, the therapeunc agents may remain separate .md dlstmct before

' admlnxstratlon to the patient. In this embodiment, the therapeutic agents are not physmally

mixed together before admlmstratlon but are administered mmultaneously or sequent1ally :

as separate compositions. For example, a compound of formula I can be admlmstered by

' mhalatmn s1multaneously or sequentlalty with another therapeutlc agent usmg an -

mhalatxon delivery device that employs separate compartments (e g ‘blister packs) for each

_ therapeutlc agent. ‘Alternatively, the combmatlon may be administered using separate '

dehvery devices, i.e., one delivery device for each therapeutic agent Additionally, the

therapeuttc agents can be delivered by different routes of admmlstratmn i.e., one by .

inhalation and the other by oral adrmmstranon

‘ Any therapeutxc agent compatible with the compounds of the present invention may

' '_be used in combination with such compounds. In a particular embodlment the second

-_.‘therapeunc agent is one that is effectlvely administered by inhalation. By way of

% S
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illustration, representative types of therapeutic agents that may be used with the

compounds of this invention include, but are not limited to, anti-inflammatory agents, such

.- as steroidal anti-inflammatory agents (including corticosteroids and glucocortiooids)_, non-
-steroidal anti-inﬂemmetory agents (NSAIDs), and PDE4.inhibitors; broncllodilators, such |
_ as PDE; inhibitors, adenosine 2b modulators and B, adrenergic receptor agonists;
) antiinfective agents, such as Gram-posmve antlbloncs Gram-negative antlblotms and

~antiviral agents ant1h13ta1n1nes protease 1nh1b1tors afferent blockers, such as Dy agomsts

and neurokinin modulators; and muscarinic receptor antagomsts (antxchlohnergm agents)

‘ Numerous examples of such therapeutic agents are well known i in the art. Suitable doses |

for the other therapeutic agents adzmmstered in combination w1th a compound of the i
invention are typically in the range of about 0.05 pg/day to about 500 mg/day. ‘

In a particular embodiment of this invention, a compound of formula I j is
administered in combination with a steroidal anti-inflammatory agent Representatlve ,
examples of steroxdal anti-inflammatory agents that can be used in combmanon with the
compounds of this invention include, ‘but are not limited to, beclomethasone d1prop10nate,

budesomde butixocort propionate; 20R-160, 17a- [butyhdeneb1s(oxy)] 6a,90-difluoro-1 IB-

- -hydroxy-l7B (methylthlo)androsta-4-en 3-one (RPR-10654I) ciclesonide;

20

" dexamethasone; 6a,90-difluoro-17a -[(2- ﬁlranylcarbonyl)oxy] 11B-hydroxy-l6a-methyl—
' 3-oxoandrosta-1,4-d1ene-17B~carboth101c acid S-fluoromethyl ester; 6a,9a- difluoro- 118-

‘hydroxy-16a-methyl-17a -[(4-methyt]-1,3- thiazole-5- carbonyl)oxy]-3-oxoandrosta-1,4-

diene-17pB- CaI'bOthIOIG acid §- -fluoromethyl ester; 6a,9a-difluoro-11p3- hydroxy—l6a methyl-

.3 oxo-17o.-proplonyloxyandrosta—1 4-diene-17B-carbothioic acid ($)-(2-

- . oxotetrahydrofuran-3S-yl) ester; flunisolide; ﬂut1casone proptonate methyl predmsolone

- 25
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mometasone furoate; prednisolone; prednisone; rofleponide; ST- 126 t:namcmolone :

'acetomde and the like, or pharmaceutlcally acceptable salts thereof Such ster01da1 anti-
: mﬂammatory agents are commermally available or can be prepared using convenhonal

- . procedures and reagents For example, the preparation and use of steroidal anti- .

mﬂammatory agents is described in U.S. Patent No 6,750,210 B2, issued J une 15, 2004

'U.S. Patent No. 6,759,398 B2, issued July 6, 2004; U.S. Patent No. 6,537,983, issued

March 25, 2003; U.S. Patent Application Publication No. US 2002/001937 8§ Al publlshed

February 14,-2002; and references cited therein.

When employed the steroidal antl—mﬂammatory agent is typlcally administered in

- an amount that produces a therapeutl_cally beneficial effect when co-adxmmstered' witha

--28--
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compound of the mventlon Typlcally, the steroidal ant1~mﬂammatory agent w111 be

'.admm]stered in an amount sufficient to provide from about 0.05 pg to about 500 g per

- The following examples illustrate representative pharmaceutical compositions of

' the present invention:

Example A
Dry Powder Composntlon

A rmcroruzed compound of the mventlon (100 mg) is blended with milled lactose

(25 g) (e.g., , lactose i in whlch not greater than about 85% of the pamcles have a MIVID of '

then 15 p.m) This blended mixture is then Ioaded into 1ndJV1dua] bhsters ofa peelable '

. bhster pack in an amount sufﬁc1ent to prowde about 10 pg to about 500 Mug of the

conipound of the invention per dose. The contents of the blisters are administered using a

.dry powder inhaler.

, Example B

Dry Powder Composmon

A micronized compound of the iﬁventio_n (1 g) is blended with milled lactose

(200 g) to form a bulk composition having a weight ratio of 'compound‘to milled lactose of -

1 :200. The blended composmon is packed into a dry powder mhalatlon dewce capable’ of '

dehvermg between about 10 pg to about 500 pg of the compound of the mventlon per

. dose.

25°
" Dry Powder Composmon

30

Example C

A micronized compound of the 1nvent10n (100 mg) and a mlcromzed steroldal anti-

' mﬂammatory agent (500 mg) are blended with milled lactose (30 g). This bIended mixture

is then loaded into 1nd1V1dua1 blisters of a peelable blister pack in an amount sufﬁclent to

..prov1de about 10 pg to about 500 pg of the compound of the invention per dose The

contents of the bhsters are admmmtered usmg a dry powder inhaler.

- =-29--

33



15

20.

W0 200712719 | PCT/US2007/009925

Example D

Metered-Dose Inhaler Composxtlon

A mlcromzed,compound of the irivention (10 g)is di'spersedlin a solution prepared

'by dissolving lecithin (0.2 g) in demineralized water (200 mL). The resulting suspension is
_ -_spray'dried and then micronlzocl to forlri a micronized composition com‘pi'ising particles
_ having a mean diameter Ioss than about 1.5 pum. The rhicrdnized compo_sltion is then
- loaded into fneter‘éd-dds» inhaler cartridges cootainin'g pressurized 1,1,1 2-
! tetrafluoroethane i m an amount sufficient to provide about 10 ng to about 500 pg of the
' 'compound of the invention per dose when administered by the metered dose mhaler 1
10 <

Exajnllple E

. Nebullzer Composmon

. A compound of the invention (25 mg) is dlssolved in citrate buffered (pH 5)

' 1sotomc saline ( 125 mL) The mixture is stirred and sonicated until the compound is

dlssolved The pH of the solution is checked and adjusted, if necessary, to pH 5 by slowly ‘

adding aqueous IN sodium hydroxide. The solution is administered using a nebuhzer

" device that provides about 10 ug to about 500 ng of the compound of the invention per

dose.

"Example F

o .Hard Gelatm Capsules :

A compound of the invention (50 g), spray—dned lactose (440 g) and magnesmm _

' stca.rate (10 g) are thorou ghly blended ‘The resulting composmon is loaded into a hard
L gelatm capsule (500 mg of composmon per capsule) that are admmlstered orally
Example G '

Oral Suspension | ,
. The followmg 1ngred1ents are thoroughly mixed to form a-suspension for oral

admlmstratxon ‘

--30--
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Ingredients S - Amount
Compound of the invention ' - 10g.
F umarlc acid ‘ 05g
Sodium chloride o 20g
'Methyl paraben -+ . 0as5g
Propyi p’a"fab"én - S 005g
Granulated sugar '_ R : . 255g
* Sorbital (70% solution) . |  1285g
VEEGUM® K (magnesmm aluminum sﬂmate) "1.0 g
Flavoring o ' - 0.035 mL
Coloring o " 05mg
Distilled water - - ) ~.ogs.to 100 mL

The resultlng suspension contains 100 mg of active mgredlent per 10 m_L of

suspensmn The suspens:on 1s administered orally

Exa'mple H

Ingectable Composition

A compound of the 1nvent1on (02g)is blended with 0.4 M sodlum acetate buffer

' solution (2.0 mL) The pH of the resultmg solution is adjusted to pH 4 using O. SN

_ 'aqueous hydrochlonc acidor 0.5 N aqueous sodium hydroxide, as necessary, and then

sufficient water for i ln_] ection is added to provide a total volume of 20 mL. The mlxture is

“ -then filtered through a sterile filter (0.22 micron) to provxde a sterile solution su;table f_or

25 aél_ministkation by injection.

31—
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Utility"

' The compounds of this invention possess both B adrenergic receptor agonist and

muscarinic receptor antagonist activity and therefore, such compounds are expected to be

useful as therapeutic agents for treating medical conditions mediated by 3; adrenergic

receptors or muscarinic receptors, i.e. medica] conditions that are ameliorated by treatment
with a B2 adrenerglc receptor agomst ora muscarinic receptor antagomst Such medical
condltlons are well known to those of ordmary skill i in the art as exemplified by the

teachings of Eglen et al., Muscarinic Receptor Subtypes: Pkarmacology and Therapuetic

- Potential, DN&P 10(8), 462-469 (1997); Emilien et al., Current Ihefa_peutic Uses and.

‘Potential of beta—Adrenoceptor Agonzsts and Antagomsts European J. Clinical Pharm.,

53(6), 389-404 (1998); and references cited therein. Such medical conditions 1nolude, by

way of example, pulmonary disorders or diseases associated w1th revermble alrway

obstrucnon such as chronic obstructive pulmonary disease (e. g ‘chronic. and wheezy

| bronch1t1s and emphysema) asthma, pulmonary fibrosis and the like. Other cond1t10ns

include premature labor, depression, congestive heart failure, skin diseases (eg., .
inflammatory, allergic, psoriatic and proliferative skin diseases), conditions where

rlowering peptic acidity is desirable (e.g., peptic and gastric ulceration) and.muscle Wasting

" disease.

‘Accordingly, in _one embodiment, this invention relates to a metho_d‘for treating a
pulmonary disorder' the method comprising administering to a patient in need of treatment

a therapeutically effective amount of a2 compound of formula I. When used to treat a

- l_pulmonary disorder, the compounds of this 1nvent10n w:ll typlcally be admm1stered by
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'.mhalatlon in multlple doses per day, in a single dose per day or a single dose per week.’

Generally, the dose for treatmg a pulmonary disorder will range from about lO p.g/day to |

, about 500 pg/day:

Inone of i its method aspects, this invention relates toa method of treating chromc

obstmctlve pulmonary disease or asthma, the method compnsmg adniinistering to a patient

a therapeutlcally effectlve a.mount of a compound of formula I. Generally, the dose for

' treatmg COPD or asthma will range from about 10 pg/day to about 500 ug/day The term

“COPD” i is understood by those of ordmary skill in the art to include a variety of
reSplratory condltlons, mcludmg chronic obstructive bronchitis and emphysema as
exemphﬁed by the teachings of Bames, Chronic Obstructive Pu[manary Disease, N. Engl
J Med 2000: 343:269-78, and references cited therein.
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When adrmmstered by mhalatlon the compounds of tlus mventxon typxcally have -
the effect of producing bronchodilation. Accordingly, in another of its method aspects this
invention relates to a method of producing bronchodﬂanon in 2 mammal, the method

comprising admn-ustenng to a mammal a bronchodxlatlomproducmg amount ofa

compound of formula I. Generally, the dose for producing bronchodﬂatton w111 range ﬁ'om

about 10 pg/day to about 500 pg/day.

" When used as.a therapeuuc agent the compounds of this 1nvent10n are Optlonally

K admmlstered in combmatlon with another therapeutic agent or agents. In paItlcula.r by
. adrmmstenng the compounds of this invention with a stercidal antl-mﬂammatory agent,
10

triple therapy, i.e., B2 adrenergic receptor agonist activity, muscarinic receptor antagonist

activity and ant1-1nﬂammatory activity, can be achieved using only two therapeutic agents.

- Since pharmaceutical compositions (and combinations) containing two therapeutic agents

" -are typically easier to formulate and/or administer compared to compositions contain{ng
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: three therapeutlc agents, such two component composmons prov1de a sxgmﬁcant advantage

over composmons containing three therapeutlc agents. Accordmg,ly, ina parhcular

embodiment, the pharmaceutical compositions, combinations and methods of tlns

invention further comprise a sterotdal antl-mﬂammator-y agent, _
Since compounds of this invention possess both B, adrenergic agonist activity and

muscarinic receptor antagonist activity, such compounds are also useful as research tools

for mvestlgatmg or studymg b1olog1cal systems or samples havmg B2 adrenergw receptors

or muscanmc receptors Additionally, such compounds are useful in screenlng assays to

. dlscover, for example new compounds having both B adrenerglc agornst activity and

: muscanmc receptor antagomst act1v1ty Such biological systems or samples may comprise
B2 adrenerglc receptors and/or muscanmc receptors. Any suitable bxologlcal system or .
.sample havmg B2 adrenerglc and/or muscarinic receptors may be employed in such studies

which may be conducted either in vitro or in vivo. Representative biological systems or

‘ samples suitable for such studies include, but are not limited to, cells, cellular extracts,

plasma membranes, tissue samples mammals (such as mice, rats, gulnea pigs, rabblts,
dogs, pigs, etc. ), and the like.

. When used asa research tool, a blologlcal system or sample compnsmg a

Bz adrenerg:c receptor and/or a muscanmc receptor is typlcally contacted with a 3,

. adrenergic receptor-agonizing or muscarinic receptor-antagonizing amount of a compound

of thlS mvenhon The effects on the biological system or sample caused by.the compound
© =-33-- -
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are then determined or measured usmg conventional procedures and eqmpment such as by
measunng bmdlng ina radlohgand binding assays or hgand-medxated changes ina -

functional assay or by deterrmmng the amount of bronchoprotectlon provided by the

: compound ina bronchoprotectron assay in a mammal,- Representatlve hgand-medlated
! changes i in a functional assay include ligand-mediated changes in mtracellular cyclic
- adenosine monophosphate (cAMPY); ligand-mediated changes in activity of the enzyme

, adenylyl' cyclase (which synthesizes ¢AMP); ligand-mediated changes in incorporation of

guanosine 5'-O- (thlo)tnphosphate ({**S]GTP S) into 1solated membranes via recéptor - '

: catalyzed exchange of [ S]GTP S for GDP; hgand-medlated changes in free 1ntrace11ular

10 calcium ions (measured, for example, with a ﬂuorescence-hnked imaging plate reader or

‘F'LIPR"m from Molecular Devices, Inc.); and the like. Compounds of th.ls invention are .

~ expected to agonize or cause activation of a B, adrenergic receptor and antagonize or.

* decrease the activation of muscarinic receptors in the functional assays listed herein or in

assays of a similar nature. The compounds of this invention will typically be used'in these

. studies at a concentration ranging from about 0.1 nanomolar to about 1 OO'Inanornolar.

Additionally, the compounds of this invention can be used as research tools for

evaluating other chemical compounds. In this aspect of the invention, a compound of

. formula Lis used asa standard i in an assay to allow companson of the results obtained w1th

"a test compound and the compound of formula I. For example, B adrenergxc receptor '

and/or muscarinic receptor binding data (as determined, for example, by in vitro -
radioliga.nd displaCement assays) for a test compound or a group of test compounds is

compared to the- Bz adrenergic receptor and/or muscanmc receptor bmdmg data for a

: compound of formula I to 1dent1fy those test compounds that have desirable bmdmg, ie.

25

“ test compounds having binding about equal or superior to a compound of formula [, 1f any

Alternatwely, for example, bronchoprotectwe effects can be determmed for- test ’

a : compounds and a compound of formula Iina bronchoprotectlon assay in a mammal and

- 30

this data compared to 1dent1fy test compotmds prowdmg about equal or superior. .

bronchoprotectwe effects ThlS aspect of the invention includes, as- separate embodunents

both (1) the generation of comparison data (usmg the appropnate assays) and (u) the

'analysm of the test data to identify test compounds of interest.

The propertles and utility of the compounds of this invention can be demonstrated

using various in vitro and in vivo assays well known to those of ordinary skill in the art.
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~ For example, representative assays are described in further detail in the following

10

’ Examples.-

- EXAMPLES
“The folIowmg Preparatlons and Examples are provxded to illustrate speclﬁc
embodiments and aspects of this invention. The 111ustrat1on of specific embodiments and

aspects, howev'er,' is not intended to limit the scope of this invention in any way unless

‘specifically indicated.

All reagents startmg materials and solvents used in the following examples were
purchased from commercial suppliers (such as Aldrich, Fluka, Stgma and the like) and
were used without further purification unless otherwrse mdlcated

In the followmg examples, HPLC analysis was typically conducted usmg an

' ; Agtlent (Palo Alto, CA) Series 1100 instrument w1th Zorbax Bonus RP 2.1 x 50 mm

 columns, supphed by Agilent, (a Cl4 column) havmg a 3.5 micron particle srze

15

- Detection was by UV absorbance at 214 nm. Mobile phase “A” was 2 % acetomtnle, 97.9

. % water, and 0.1% tnﬂuoroacetlc acid (v/v/v); and mobile phase “B” was 89.9 %
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acetomtnle 10 % water, and 0.1 % trifluoroacetic acid (v/v/v) H:PLC (10-70) data were -

: obtamed with a ﬂow rate of 0.5 mL/mmute of 10% t6 70% mobile phase B gradlent over a
, 6- mmute period; HPLC (5-35) data were obtamed with a flow rate of 0.5 mL/mlnute of 5%

to 35% mobile phase B gradient over a 5-minute penod and I-IPLC (10- 90) data were
obtained with a flow rate of 0.5 mL/minute of 10% to 90% mobile phase B gradtent_ ove_r a
5-minute penod - - ._ .

- Liquid chromatography mass spectrometr'y (LCMS) data typically were obtained
with an Applied Biosystems (Foster City, CA) Model API-150EX mstruruent. LCMS 10-

' 90-data were obtained with a 10% to 90% mobile phase B gradient over a 5-minute period.

Small—scale purifications were typlcally conducted using an API ISOEX Prep

’ Workstat:on system from Applied Blosystems The mobile phase “A” was water.
' contarrung 0.05% tnﬂuoroacetlc ac:d (v/v); and mobile phase “B” was acetomtnle

.containing 0.05% tnﬂuoroacenc acxd (v/v). For small samples (about 3to 50 mg -

recovered sample sxze) the following conditions were typically used 20 m1/min flow

‘rate; 15 min gradients and a 20 mm x 50 mm Prism RP column w1th 5 mrcron parhcles

o (Thermo Hypersrl-Keystone Bellefonte, PA) For larger samples (i.e. greater than about

100 mg crude sarnple) the followmg conditions were typrcally used 60 mL/mm ﬂow rate; .
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| 30 min gradlents and a41.4 mmx 250 mm Mlcrosorb BDS column w1th 10 m1cron

” v'pamcles (V arian, Palo Alto CA)

Exarﬁp‘le 1‘

~ Biphenyl-2-ylcarbamic Acid Plperldin—4-yl Ester

Bnphenyl—2-1soeyanate (97.5 g, 521 mmol) and 4-hydroxy-1 benzylplpendme (105

g, 549 mmol) (both commerc1a11y available from Aldrich, Milwaukee, WI) were heated

together at 70‘ °C for 12 h, during which time the formation, of biphenyl-2-ylcarbamiic acid
lebehzyli)iperidin#-yl ester was monitored by LCMS. The reaction rnixt}n'e vv-vas then -

cooled to 50 °C and ethariol (1'L) was added, and then 6M hydrochloric acid (191 mL) was

- added slowly. The reaction mixture was then cooled to ambient temperature and

ammoniu'm‘ formate (98.5 g, 1.56 mol) was added arid nitrogen-gas was bubbled lhrougl'l .

- the solution vigorously for 20 min. Palladium (10 wt. % (dry basis) on ectivated carbon)

15

-(20 g) was then added. The reaction mixture was heated at 40°C fdr 12 h and then ﬁltered‘ '

through a pad of Celite. The solvent was then removed under reduced pressure ‘and 1M _
hydroehlonc acid (40 mL) was added to the ¢rude residue. Sodium hydroxide (ION) was

- " then added to adjust the pH to 12. The aqueous layer was extracted with ethyl aoetate 2x

20
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150 th) and dried (magnesium sulfate), and then the solvent was removed under reduced' "
pressure to give bipher_xyl-2-ylcarba.mic acid piperidin-d-yl ester (155 g, 100%). HPLC
(10-70) Ry = 2.52; MS m/z: [M + H'] calc'd for CigHzgN,0; 297.15; found 297.3.

| Example 2
._3 [4—('B|phenyl-z-ylcarbamoyloxy)plperldln l-yl]proplomc Acid

* To a'solution of biphenyl-2-ylcarbamic acid piperidin-4-yl ester (50 g, 67.6 mmol)
in dxchlor_omethane (SQO mL) was added acrylic acid (15.05 mL, 100 mmol).  The result_mg

mixtore was heéted at 50°C under reﬂtix for 18 hours and then the solveht was, reinoved

‘Methanol (600 mL) was added and this mixture was heated at 75 °C for 2 hours and then

30

B cooled to room temperature to form a thick slurry. The solid was collected by ﬁltratlon
‘washed with metha.nol (50 mL) and air dried to afford 3- [4—(b1pheny1 2- :
ylca:bamoyloxy)plpendln-l yl]proplomc acid (61g, 96% purity) as white powder
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.' Example 3

N-{5- [(R)-Z-Ammo-l (tert-butyldlmethylsnlanyloxy)ethyl]-z-hydroxyphenyl}-

formamide Acetic Acid Salt :

: Step A- N-{S—[(R)-Z-Benzylammo-l (tert-butyldnmethylsxlanyloxy)ethyl]-2- :
benzyloxyphenyl}formamlde ‘

~ To 2 500 mL three-necked round- bottomed flask was added N—{2-benzy10xy—5- :
{(R) -2-bromo-1 —(tert~buty1d1methylsxlanyloxy)ethyl]pheny‘.} formamide (100 g, 215 mmol) ,
and N-methyl 2-pyrrolidone (300 mL). Benzylamine (69.4 mL, 648 mol) was added and -
the reaction mixture was flushed with nitrogen. The reaction mixture was thendheated to
90 °C and stirred for about 8 hours. The reaction nﬁxture ‘was then cooled to room
temperature and water (1 ;5 L) and ethyl acetate (1.5 Lj were added. The layers \‘vere‘
sepafated and the organic layer was washed with water (500 mL), a 1:1 mixture of water
and saturated brine (5 00 mL total), and then again Wifh water (500 mL). The org'anié layer
was then dried over anhydrous magnesium sulfate, filtéred and concentrated under reduced

pressure to provide crude N-{5-[(R)- -2-benzylamino-1 ~(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl]-

. 2. benzyloxyphenyl}formamide (100 g, 90% ylcld 75-80% purity) as an orange-brown

20

25

30

thick 011

’ StepB N-{S-[(R) 2-Amino-1- (terr-butyldlmethylsﬂanyloxy)ethyl]-2-hydroxyphenyl}- ,

_formamlde Acetic Acnd Salt

‘Crude N—{S [(R)- 2-benzylam1no 1- (tert-butyldlmethylsﬂanyloxy)ethyl] 2-

: benzyloxyphenyl}fonnam1de (100 g, 194 mmol) was dissolved in methanol (I'L)yand

-acetic acid (25 mL 291 mmol). The resulting mixture was purged’ thh dry mtrogen and
then pa[[admm hydroxxdo on carbon (20 g, 20 wt. %, about 50% water) was added

- Hydrogen was bubbled through the reaction mixture with stirring at room temperature for

about 10 hours. The mixture was then purged with dry nitrogen and the mixture was

filtered through Celite.” The filtrate was concentrated on a rbtary evaporator and éthyl

acetate (600 mL) was added to the residue. This mixture was stirred for about 2 hours at

~ which time athick ye]low slury had developed: The slurry was filtered and the prempltate
‘was air dried to provxde N-{5- [(R) -2-amino-1- (tert butyld:methylsnlanyloxy)ethyl] 2-

hydroxyphenyl}formamlde acetic acid salt (48 g, 8% purity) as a yellow- wh1te solid.”

'LCMS (10-70) Ry = 3.62; [M+H*] found 311.3.
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’ 'Example 4
' 'Blphenyl-z-ylcarbamlc Acid 1- [2-(4—{[(R) -2-(3- Formylammo-4-hydroxyphenyl)-2-

hydroxyethylammo]methyl}-2 5- d:methylphenylcarhamoyl)ethyl]plperidm-4~yl Ester

Step A —Methyl 2 5—D1methyl-4-n1trobenzoate

Toa stirred solution of 2,5-dimethyl-4-nitrobenzoic acid (480 mg, 2. 4 mmol) in dry
methanol (8.2 mL) at 0 °C under dry mtrogcn was added thionyl chloride (0.538 mL, 7.38

-~ mmo l) The resultmg mixture as allowed to warm to room tcmperatu.re and stlrred for

about.7 hours. Addmonal thionyl chloride (0.300 mI_.) was added and stirring was

continued at room temperature overnight. The solvent was removed under reduced k

pressure and the residue was dissolved in ethyl acetate.’ This solution was washed with

saturated aqueoué sodium bicarbonate, dried over anhydrous sodium sulfate and

 concentrated under reduced pressure to provide methyl 2,5-dimethyl-4-nitrobenzoate (578
_ mg) as a pale yellow solid. HPLC (10-70) R, =4, 61 "H NMR (300 MHz, CDC13) 5 2. 57
' (3H s), 2.61 (3H s), 3.94 (3H, s), 7.82 (14, s) 7. 87 (1H, s).’
15.‘ _ .
zStep B Methyl 4-Amino-2 S-dlmethylbenzoate |

To a stirred solution of methyl 2,5- dlmethyl- -mtrobenzoate (523 mg; 2.5 mmol) in
a 9:1 mixture of methanol and water (25 mL total) at 0 °C was added ammomum chlondc

(401 mg; 7.5 mmol). Zinc (1.63 g 25 mmol) was added portionwise and the resulting

“mixture was stirred at room temperature overnight. The reaction mixture was then ﬁltered

through Celite and the Celite pad was washed with methanol.” The filtrate was
concentrated under reduced pressure and the resulting residue was dissolved i m ethyl

acetate. This solution was washed w1th saturated aqueous sodium bicarbonate, dried over

, anhydrous sodlum sulfate and concentrated under reduced pressure to provide methyl 4-
amino-2,5-dimethylbenzoate (450 mg)asa yellow oil. "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 2. 14
" (3H, s), 2.53 (3H, s), 3.83 (3H, s), 3.85 (2H, br s), 6.48 (1H, s), 7.72 (1H, s). |

Step C — Methyl 4-{3-[4-(Biphenyl-2-ylcarbamoyloxy)pipgridim-l-

yl]proplonylammo}-z 5- dlmethylbenzoate
-To a stirred solution of 3- [4 (biphenyl- 2-ylcarbamoyloxy)p1per1dm-1 yl]proplomc

' amd (670 mg, 1.82 mmol) and methyl 4-amino-2,5- dlmethylbenzoate (390 mg, 2.18 mmol)

in d1chloromethane (3 6 mL) and dusopropylethylamme (0.413 mL) was added O-(7-

N Vazabenzot_nazol -1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU) (829 mg,

~-38--
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h 2 18 mmol) The resultmg mixture was stlrred at room temperature overmght The
. mixture was then washed with saturated aqueous sodium blcarbonate, dried over

- anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue

was purified by silica gel chromatography eluting with dlchloromethane containing from -

‘ 3% to 5% methanol to provide methyl 4-{3- [4-(biphenyl-2- ylcarbamoyloxy)prpendm—l-
_yllpropionylamino} 2,5- -dimethylbenzoate (568 mg, 59% yleld) LCMS (10-70) R. 4.55;
. [M + H*] found 530.4. -

_ Step | ) Blphenyl Z-yIcarbamic Acld 1-[2- (4-Hydroxymethyl— ,5- '
dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl] plperldln-4-yl Ester

" To a stirred solution of 1M lithium aluminum hydnde in THF (1.52 mL 1.52
mmol) at 0 °C was added methyl 4-{3-[4-(b1phenyl-2-ylcarbamoyioxy)p1pendm-1-
yllpropionylamino}-2,5-dimethylbenzoate (400 mg, 0.76 mmol). The resulting mixture

~was stirred at 0 °C for 30 minutes and then a 1:1 mixture of 1M aqueous sodium' hydroxide

(5-mL) and water.(5 mL) was-added and stlmng was continued for:2 hours.

. Dichloromethane was added and the organic layer was separated dned over sodium sulfate

and the solvent removed under reduced pressure. The residue was punﬁed by silica gel

- chromatography eluting with dichloromethane containing 5% methanol to prov1de

, b1pheny1—2—ylcarb_amrc acid 1—[2-(4-hyd.roxymethy1_—2,5~d1met-hy1phenylcarbamoyl)—

ethyl]piperidin—4—y! ester., LCMS (10-70) R;,=3.94; [M + H+] fouird 502.5.

- Srep E — Biphenyl-z-ylcerbamic Acid _1-[2-(4-Eormyl-2,5- .

dimethyiphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4’-y1 Ester

b' . To a solution of biphenyl-2- ylcarbaxmc acid 1~ ~-[2-(4-hydroxymethyl- 2,5-

drmethylphenylca.rba.moy])ethyl]prpendm 4- yl ester (151 mg, 0.3 mmol) in
drchIoromethane (3 mL) at 0 °C was added dimethyl sulfoxide (128 L, 1 8 mmol) and
diisopropylethylamine (157 pL, 0.9 mmol). After 15 minutes, sulfur trioxide pyridine

.comple'x (143 mg, 0;9_‘ mmol) was added and stirring at 0 °C was continued for 1 hour.

. Water was added to quench the reaction and the layers were separ:at'ed’ The organic layer
30
; pressure to give brphenyl -2-ylcarbamic acid 1- [2-(4 formyl-2,5-

was dned over anhydrous sodium sulfate, filtered a.nd the solvent removed under reduced’

dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1pendm-4 -yl ester (150 mg, 100‘/0 yleld) whrch was

‘used without further purification. [M + H" found 500.4.
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Step F — Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{ [(R)-2-(tert-Butyldimethylsiianyloxy)-z—
(3-formylamino-4—hyd_roxyphg_nyl)ethylamino]methyl}-Z,S-

. dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl Ester

A solution of biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-forrny1-2,$-

' dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester (150 nig, 0.30 mmol) and N-{5-[(R)-

2-amino-1 -(tert-butyldimethylsﬂanyloxy)ethyl]-2—hydroxyphenyl} formamide (112 mg,

0.36 mmol) in a 1:1 mixture of dichloromethane and methanol (3.0 mL tdtal) was stirred at

* room temperature for 30 minutes. Sodium triacetoxyborohydride (191 mg, 0.9 mmol) was

added and the resulting mixture was stirred at room temperature overnight. Acetic acid
was added to quench the reaction and the mixture was concentratéd under reduced pressure
to give biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4- {[(R)-2-(ter¢t-butyldimethylsilanyloxy)-2-(3-
formylamino-4-hydroxyphenyl)ethylamino]methyl}-2,S-dimethylphenylcarbamoyl)-

- ethyl]pipenidin-4-yl ester, which was used without further purification, LCMS (10-70) R,=
-4.55; [M + H'] found 794.6.

Step G — Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formylamino-4-
hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylamino]methyl}-2,5- -
dimethylphenyléarbainoyl)ethyl]piperidin—4-yl Ester

To a suspension of biphenyl—Z-ylcarbémic acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert-
butyldimethylsilanyloxy)-Z—(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)ethylamino]methyl}-2,5—
dimethylphenylcarbamoyl)-ethyl]piperidin-4-yl ester (238 mg, 0.30 mmol)in ©
dichloromethane (3.0 mL) was added triéthylamine trihydrofluoride (147 pL, 0.90 mmol).
This mixture was stirred at room temperature overnight and then the mixture was
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by prep-RP-HPLC
(gradient: 2 to 50% acetonitrile in water with 0.05% TFA). The appropriate fractions were
collected and combined and lyophilized to give biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-{[(R)-
2-(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylaminoJmethyl}-2,5-
dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester as the ditrifluoroacetate salt (50 mg,
97% purity). LPLC (2-90) R,= 2.76; [M + H™] found 680.8.
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Example §

. Biphenyl-z-ylc:irbamicrAcid 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-

hydroxyethylamino] methyl}-Z,S-dimethylphenylcarbamoyl)ethyll piperidin-d-yl Ester

_Step A - Dibenzyl-(4-iodo-2,5-dimethylphenyDamine

" To a 2-liter round-bottomed flask equipped with an overhead stirrer, temperature

_ control and an addition funnel was added 4-iodo-2,5-dimethylaniline (100 0 g, 0.405 mol)

(from Spectra Group Limited, Inc., Mlllbury OH). Ethanol (1 L) and solid potassium

- carbonate (160 g, 1.159 mol) were added and then neat benzy! bromide (140 mL, 1.179
-mol) was added in one portion. The resulting mixture was stirred at 30 °C for about 18

" hours at-which time HPLC shows greater than 98 % conversion. ‘The mixture was then

cooled to room fernperature and hexanes (1 L) were added. This mixﬁx_re was stirred for 15

‘minutes and then filtered through a paper filter to removed solids and the-ﬁlter cake was

washed with hexanes (200 mL). Using a rotoevaporator, the volume of the filtrate was

| reduced to about 500 mL and concentrated hydrochloric acid (30 mL) was added. The

remaining solvent was then removed using a rotoevaporator To t.he resulting residue was
added hexanes (500 mL) and this mixture was stirred for about 30 minutes as which t1me a
free-flowin g slurry had formed. The slurry was filtered and the filter cake was washed .
with hexanes (200 mL) and dried to provide dibenzyl-(4-iodo-2,5-dimethylphenyl)amine

. hyd'rochloride (115 g, 62% yield, 97.5% purity) as a greenish colored solid:
The dibenzyl-(4-iodo-2,5- dlmethylphenyl)amme hydrochlonde was transferred toa 3 L

flask and toluene (1 L) and 1 M aqueous sodiurn hydroxide (1 L) were added The
resulting mixture was stirred for 1 hour and then the layers were separated. The orgaiﬁc

layef was washed with dilute brine (500 mL) and the solvent was removed by

, rotoevaboration to provide dibenzyl-(4-iodo-2,5-dimethylphenyl)amine (80 g) as a semi-

solid thick oil. (Altematively, diehloromethane' can be used in place of toluene in this
step). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 2.05 (34, s), 2.19 (3H, s), 3.90 (4H, s5), 6.91 (1H,
s), 7.05-7.20 (10H, m), 7.42 (1H, s); MS [M + H'] found 428.

Step B — 4-Dibenzylamino-2,5-dimethylbenzaldehyde Hydrochloride
To a 1-liter 3-necked round-bottomed flask equipped with an overhead stirrer, temperature

control and an addition funnel was added dibenzyl-(4-iodo-2,5- dimethy]phenyl)amine (15

&, 35 mmol). Toluene (300 mL) was added and the resultmg mixture was stirred for about

15 minutes. The reacnon flask was purged with dry mtrogen and cooled to about —20 °C

4l
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and 1.6 M n-buryllithium in hexanes (33 mL, 53 mmol) was added dropwise via the

“addition funnel. Dunng the addition, the internal temperature of the reaction mixture was,

_ maintained below ~10°C.. When the addition was complete the resultmg mixture was

stirred at about —15 °C for 15 minutes. N, N—Dlmethylfonnanude (10 mL, 129 mmol) was

" then added dropmse whxle mamtalmng the internal reactlon temperature below 0 °C. The

N | resulting mixture ‘was then stirred at —20 °C to 0 °C for about. 1 hour Aqueous M

10

15

20

' toluenesu]fomc acid (760 mg, 6.2 mmol) were added and the resulting mixture was heated

25

30

‘hydrochlonc ac1d (200 mL) was then added over a 5 minute period and the resultmg -
‘ mlxture was stirred for 15 minutes. The layers Were then separated and the organlc layer
 was washed with dilute brine (100 mL). The organic layer was then dried over anhydrous :

,_'sodlum sulfate, ﬁltered and the solvent removed under reduced pressure to provrde 4-

d:benzylammoa,s mmethylbenzaldehyde hydrochloride (11.5 g, 20% yleld, 95%. purity)
as thick oil that solidified upon standing. The product contained about 3 to 5 % of the des-

iodo by-product. 'H NMR (300 MHz, CDCls)  2.42 (3H, 5), 2.50 (3H, 5), 4.25 (4H, 5),

6.82 (1H, s), 7.10-7.30 (10H, m), 7.62 (1H, s), 10.15 (1H, 5); MS [M + H'] found 330.3.

Step C- 4—[1 3]Dioxolan-2-yI-2,5- dlmethylphenylamme
To a 500 mL round-bottomed flask was added 4-d1benzylam1no-2 5-

‘dimethylbenzaldehyde hydrochlonde (11.5 g, 31.4 mmol) and toluene (150 mL) and the

resultmg mlxture was stirred until the salt completely dissolved. The reactlon flask vas.

. then purged with dry nitrogen for 5 minutes. Ethylene glycol (5 25. mL 942 mmol) and p-

Cat 60 °C to 80 °C for aboiit 20 hours. The solvent was then removed slowly (over about 40 -

minutes) at 40 °C on a rota?ry'evap‘erator. Toluene (100 mL) was added tc")"the' residue and

. the solvent was again removed slowly at 40 °Cona rotary evaporetdr This process was

repeated using another ahquot of toluene (100 mL) and the mixture was evaporated to

Vdryness Ethyl acetate (150 mL) and saturated aqueous sodlum blcarbonate (100 mL) were

added to the residue and the layers were separated. The organic layer was washed with
brine (50 mL) and then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated

- under reduced pressure to prowde crude dibenzyl-(4-[1 3]d10xolan-2-yl 2,5- dlmethyl-

phenyl)amme (114 g).
The crude dibenzyl-(4-[1,3]dioxolan-2-yl-2,5- d1methy1-phenyl)amme was

- dissolved in a 2:1 mixture of ethanol and water (150 mL total) and the resulting mixture
was purged with dty nitrogen for 5 minutes. Palladium 'on_ carbon (2.3 g,le wt. %

" -42-- .
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containing about 50% water) and solid sodium bicarbonate (1.0 g) were added and the
resulting mixture was hydrogenated at about 1 atm of hydrogen at 25 °C to 30 °C for about

8 hours. - The mixture was then ﬁltered throu gh Cel1te and the filtrate was concentrated on

- arotary evaporator to prov1de crude 4-[1, 3]d10xolan-2-yl -2,5- dlmethylphenylamme 56g,
'92% yield) as a thick oil. 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 2.05 (3H, s), 2.22 (3H, s), 3.7-
'3 9 (4H m), 3.95 (4H ), 5.59 (1H s) 6 72 (1H, s), 7.0-7.25 (11H m).

B Step D- N-(4—[1 3]Dloxolan 2-yl-2,5- dlmethylphenyl)acrylamlde a

- To a500mL round-bottom flask was added crude 4-[1, 3]d10xolan-2—yl-2 5- B

' dlmethylphenylamme (5.6 g,29. mmol), dichloromethane (100 mL) and

) dusopropylethylamme (7.6 mL, 43.5 mmol). The resulting mixture was stirred at room

" - temperature until the ingredients dissolved and then the mixture was cooled to 0 °C

15

20

Acryloyl chloride (2 35 mL, 29 mmol) was then added dropvwse over as mmute penod
The reaction mixture was stirred at 0 °C to 5 °C for 1 hour and then water (50 mL) was
added and stirring was continued for about 30 minutes at which tlme fine solids had
formed.. The mixture was filtered to collect the solids. The layers of the ﬁltrate were th_en
separated and the organic layer was concentrated under reduced pressure to dryness
Dichloromethane (50 mL) was added to the residue and this mixture was stu‘red until a
free-flowing slurry developed. The slurry was filtered (using the same finnel used to

collect the fine Solids above) and the filter cake was washed with dichloromethahe (10 mL)

“and dried to prov1de N-(4-[1, 3]d10xolan-2-y1 2, 5 dxmethylphenyl)acrylamnde (3 1 g, 97%
. 'punty) asa white to off-white solid.

The filtrate from above was then evaporated to dryness and methanol (10 mL) was

o added to the re31due This mixture was stirred for 15 minutes and then the prec1p1tate was

25

30

collected by. ﬁltration, washed with methanol (5 mL) and dncd to give a second crop of N-

(4-[1,31dioxolan-2-yl-2,5- dlmethylphenyl)acrylamlde (0. 3 g 95% punty) 'H NMR (300 -

' MZI-IZ CD-0OD) § 2. 10 (3H, s), 2.23 (3H, s), 3.85-4. 10(4H m), 5.60:6.40 (3H, m), 5.59

(1H, s),7 18 (1H, s),723 (1H, s)

Step E - Blphenyl-z-ylcarbamlc Acid 1- [2-(4-Formyl-2 5- B
dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl] plpendm-4-yl Ester Hydrochlonde e
. Toa50mL Tound-bottom flask was added blphenyl 2- ylca.rbamm acid p1per1d1n-4-

yl ester ( 1.2 g 4.04 mmol) and N—(4 [1, 3]d10xolan—2 yl-2,5- dlmethylphenyl)acrylam1de

43
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(1.0 g, 4.04 mmol). Ethanol (10 mL) and dichloromethane (10 mL) were added to form a
slurry. The reaction mixture was heated at 45 °C to 50 °C for about 18 hours and then
cooled to room temperature. Aqueous 1M hydrochloric acid (10 mL) was added and the

' resulting mixture was stirred vigorously for about 3 hours. Dichloromethane (10 mL) was

added and the resulting mixture was stirred for about 5 minutes. The layers were then
separated and the organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and
concentrated on a rotary evaporator to provide crude biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-
formyl-2,5-dimethyiphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester hydrochloride (1.9 g). IVH
NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 1.2-1.4 (2H, m), 1.58-1.75 (2H, m), 2.0-2.17 (2H, m), 2.19
(3H, s), 2.38 (3H, s), 2.41-2.50 (4H, m), 2.5-2.75 (2H, m), 4.31-4.42 (1H, m), 7.10-7.35
(SH, m), 7.55 (1H, s), 7.75 (1H, s), 8.59 (1H, s), 9.82 (1H, 5), 9.98 (1H, s5); MS [M + H']
found 500.2.

Step F — Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-2-
(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)ethylamino]methyl}-2,5-dimethylphenyl-
carbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl Ester _

To a 2 L three-necked round-bottom flask was added biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-
[2-(4-formyl-2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester hydrochloride (38 g,
70 mmol) and N-{5-[(R)-2-amino-1-(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl]-2-
hydroxyphenyl}formamide acetic acid salt (33.6 g, 91 mmol). Dichloromethane (500 rnL)
and methanol (500 mL) were added and the resulting mixture was stirred at room
temperature under dry nitrogen for about 3 hours. The reaction mixture was then cooled to
0 °C to 5 °C and solid sodium triacetoxyborohydride (44.5 g, 381 mmol) was added in
portions over a 10 minute period. The reaction mixture was slowly warmed from 0 °C to
room temperature over a period of about 2 hours and then cooled to 0 °C. Saturated
aqueous sodium bicarbonate (500 mL) and dichloromethane (500 mL) were added. This
mixture was stirred thoroughly and then the layers were separated. The organic layer was
washed with brine (500 mL), dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure to give crude biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-
{[(R)—2-(tert-butyldimethylsiIany}oxy)-z-(3~fonnylamino-4~
hydroxyphenyl)ethylamino]methyl}-2,5-dimethylphenylcarbamoyl)-ethylipiperidin-4-yl
ester (55 g, 86% purity) as a yellow solid.

.y
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The crude product (30 g) was dissolved in dichloromethane containing 2% |

methanol (150 mL total) and loaded onto a silica gel column (300 g) that had been packed

and equilibrated with. dichloromethane containing 2% methanol and 0.5% ammor_iium

hydroxide. The product was eluted from the column using dichloromethane containing 2%

‘metharol and 0.5% ammonium hydroxide (1 L); dichloromethane containing 4% methanol

and 0.5% ammonium hydroxide (1 L) and dichloromethane containing 5% methanol and
0.5% ammonium hydroxide (about 3 L). Fractions {200 mL) were collected and those -
fractions having a purity greater than 90% were combined and concentrated under reduced
pressure to provide biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4- {[(R)-2-(tert-
butyldimethylsilanyloxy)-2-(3- formylamino- 4-hydroxyphenyl)ethylanﬁno]methyl} 2,5-
dlmethylphenylca.rbamoyl) ethyl]piperidin-4-yl ester (21 6 g, 96. 5% punty) asa yellow1sh

solid. MS [M + H'] found 794.6.

Step G - BiphenYl-Z-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formylamino-4-
hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylamino] methyl}-2,5- dlmethylphenyl-

' carbamoyl)ethyl]plpendm-4-yl Ester Hydrofluoride Salt

To a 1 L round-bottom flask was added biphenyl- 2~ylcarbam10 acid 1-[2- (4-{[(R)-
2-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-2-(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)ethylamino]methyl} ~

2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester (21.5 g, 27.1 mmol) and

dichloromethane (200 mL). The resulting mixture was stirred at room temperature until
the ingredients dissolved and then triethylamine trihydrofluoride (8.85 mL, 54.2 mmol)

was added and the resulting mixture was stirred at 25 °C for about 48 hours. The solvent

" was removed on a rotary evéporator to provide a thick paste. Dichloromethane (100 mL)

and ethy! acetate (200 ml.) were added to the paste and the resulting mixture was stirred

for 30 minutes. The resulting shurry was slowly ﬁltéi’ed under dry nitrogen and the filter

‘cake was wéshed with a 1:2 mixture of dichlorometharie and ethyl acetate (100 mL total),

dried under nitrogen for 2 hours and then dried under vacuum ovemight to provide
biphenyl-2-ylcarbamic acid 1~[2-(4-{[(R)-Z-(3-forrnylarnino-4—hydroxyphenyl)-2-

' hydroxyethylamino]methyl} -2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester as a

hydrofluoride salt (25 8 96.9% purity) Whlch was a hard clay-like solid. MS [M +H'] _
found 680.8.

-45--
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Step H. Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formylamino-4-
hydroxyphenyl)—2-hydroxyethylammo]methyl}-2 5- dlmethylphenylcarbamoyl)—
ethyl]plperldm-4-yl Ester '
Biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-
hydroxyethylamino]methyl}-2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl}piperidin-4-yl ester |
hydro_ﬂﬁoride salt (25 g) was purified on a 6-inch reverse-phase column (Microsorb solid
phase) in three equél batches using a 10 % to 50 % mixture of acetonitrile in water |
contéining 1% trifluoroacetic acid as the mobile phase. Fractions 'with greater than 95%
purity were combined and then diluted with one volume of water. The resulting mixture
was cooled to 0 °C and solid sodium bicarbonate was added until the pH of the mixture
was about 7.5 to 8.0. Within about 5 minutes, a white slurry developed. The slurry was

stirred for 30 minutes and then filtered. The filter cake was washed with water (500 mL),

-air dried for about 4 hours and then dried in vacuum overnight to provide biphenyl-2-
‘ylcarbamic acid 1-[2-(4-{[(R)-2- (3 formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-

hydroxyethylammo]methyl} -2,5- dlmethylphenyl-carbamoyl)ethyl]plpend1n-4-y1 ester (12

g,, 99+% purity), as a semi- -crystalline free base.

Example 6
Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{{(R)-2-(3-Formylamino-4- hydroxyphenyl) 2-
hydroxyethylammo]methyl}-2,5—d1methylphe_nylcarbamoyl)ethyl]plperldln-4-yl Ester
Step A — Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-[1,3]Dioxolan-2-yl-2,5-
dimethylphenylcarbamoyi)ethyl]piperidin-4-yl Ester

To a 500 mLL round-boftom flask was added biphenyl-2-ylcarbamic acid piperidiﬁ—
4-yl ester (17.0 g, 58 mmol) and N—(4—[1,3jdioxolan-2-y1-2,S-dimt:thylphenyl)acrylamide
(13.1 g, 52.9 mmol). Ethanol (150 mL) and dicloromethane (150 mL) were added to form

“a slurry.- The reaction mixture was heated at 50 °C to 55 °C for about 24 hours and then

"cooled to room temperature. Most of the solvent was removed on a i'otary evaporator,

resulting in a thick siurry. Ethanol (reagent grade) was added to form a total volume of
about 200 ml and the resultmg mixture was heated to 80 °C and then cooled slowly to
room temperature. The resulting thick white slurry was filtered, washed with ethanol (20
mL}) and dried in vacuum to provide biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-{2-(4-[1,3]dioxolan-2-
yl-2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester (23.8'g, about 98% purlty) asa
white solid.

--46--
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' Step B~ Blphenyl-Z-ylcarbamlc Acid 1-[2—(4—Formyl -2,5- dlmethylphenyl-
' carbamoyl)ethyl]plperldm—4-yl Ester ‘

To a 500 mL round-bottom flask was added blphenyl- -ylcarbamxc acld 1 -[2-(4-

(1, 3]dloxolan-2-yl 2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester (15 g, 27.6

mmol} and acetonitrile (150 mL) to form a slurry, Aqueous 2 M hydrochlonc a01d (5

mL) was added and the resultmg mixture was stirred at 30 °C for 1 hour. The mixture was

 then cooled to room temperature and ethyl acetate (150 mL) was added. Aqueous ZM

sodium hydroxide (75 mL) was added, the pH was checked and then additional 2M
sodium hydroxide wa‘s added until the pH of the solution was in the range of 9 to 10. The
layers were separated and the organic layer was wéshed with diluted brine {75 mL; 1:1 |
brine/water), dried over anhydrous sodium sulfate and the solvent removed on a rdtary

evaporator to give biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-formyl-2,5 -dimethy_lphenyl-

_carbamoyl)ethylipiperidin-4-y} ester (12.5 g, about 98% purity). Ifdesired, the purity of

“this intermediate can be increased by forming a slurry with ethanol (3 volumes of ethanol),

heating the slurry to 80 °C, and then cooling slowly to room temperature and 1solat1ng by

l ﬁltratmn

Step C - Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-2-
(3—formylamino—4—hydroxyphenyl)ethylimin()]methyl}-z,s-dimethyl-
phenylcarbamoyl)ethyl}piperidin-4-yl Ester o

' Toa250mL round-bottom flask was added b1pheny1—2-ylcarbam1c acid 1-[2-(4-
formyl-2,5-dimethylphenylcarbamoyli)ethyl]piperidin-4-yl ester (7.1 g, 14.2 mmol) and N-
{5-{(R)-2-amino-1 ~(tert-butyldimethylsilanyloxy) ethyl]-z-hydroxyphenyl} forrha:_nide

" acetic acid salt (5.8 g, 15.6 mmol). Methanol (100 mL) was added to form a sluiry and this

mixture was stirred at 45 °C to 50 °C under nitrogen for 1 hour, The mixture was then
cooled to room temperature and toluene (50 mL) was added and the solvent was removed

on a rotary evaporator at temperature ranging from 35 °C to 45 °C. Toluene (50 mL) was

 added to the residue and the solvent was removed to provide biphenyl-z;ylcarbamic acid 1-

[2-(@-{[(R)-2-(rert-butyldimethylsilanyloxy)-2-(3-formylamino-4-

hydroxyphenyl)ethyhmmo]methyl} -2,5- dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1pendm—f-l-yl

ester (12 g) as a yellow-orange solid.

-47--
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" 'Step D- Blphenyl-z-ylt.arbamlc Acid 1- [2 -(4- {[(R)-Z (tert—Butyldnmethylsnlanyloxy) 2-
. (3-formylammo—4—hydroxyphenyl)ethylammo]methyl}—2,5 dlmethylphenyl-
) carbamoyl)ethyl] piperidin-4-yl Ester

To a hydrogenation flask was added btphenyl 2- ylcarbamw a01d 1- [2 (4—{[(R) -2-

‘ (tert—butyldxmethyls:lanyloxy) -2-(3~-formylamino-4- hydroxyphenyl)ethyhmmo]methyl}-

2,5- dnmethylphenylcarbamoyl)ethy]]p1pend1n-4-yl ester (4 6 g) and 2-
methy]tetrahydroﬁxran (50 mL) ‘The resulting mixture was stirred unttl the solid dtssolved

(about 5 min.) and then the mtxture was purged with nitrogen. Platinum on carbon (920

mg, 5 wt. %, support activated carbon) was added and the mixture was hydrogenated at 50 A

psi (Parr shaker) for 6 hours. The mixture was then filtered through Celite and the Celite
was washed with 2-methyltetrahyrofuran (10 mL). To the filtrate was added a tlnopropyl—
modtﬁed silica gel (20% of weight of solution, Silicycle) and this mixture was stirred at
25 °C to 30 °C for 3 hours. The mixture was then filtered through Celite and concentrated

to remove the solvent. The residue was dissolved in methanol (5 mL per gram of tesidue)

“and then the resulting solution was added slowly to a vigorously stirred 1:1 mixture of

saturated aqueous sodium bicarbonate and water (40 mL per‘grain of residue). The

resultmg off-white slurry was stirred for 20 minutes and then filtered. The filter cake was

__washed with water (20 volumes), air dried for 3 hours and then dried in vacuum at room

. temperature overmght to- provide biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2- (4 {[(R) 2-(tert-

butyIdunethyIsﬂa.nyloxy)-Z (3-formylamino- 4—hydroxyphenyl)ethylarmno]methyl} 2 5-
d1methylphenylcarbamoyl)ethyl]ptpendm—4 -yl ester (80% recovery, ‘about 96% punty)

Step E ~ Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-Formy]ztmino-4—
hydroxyphenyl)—2-hydroxyethylamino]meth.y'l}-z S-dimethylphenyl-
carbamoyl)ethyl] piperidin-4-yl Ester L-Tartrate Sait _

" To a 200 mL round-bottom flask was added biphenyl-2- ylcarbamic acid 1-[2-(4-
{[(R)-2- (tert-butyldlmethyls:lanyloxy)-Z (3 formylammo-4 hydroxyphenyl)ethylammo]-
methyl}-2,5- dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1per1dm-4-y1 ester 3:8 g, 4.8 mmol) and 2-
methyltetrahydroﬁtran (40 mL). The resulting rmxture was stirred at room tcmpcrature
until the ingredients dtssolved (about 15 min.) and then triethylamine tnhydroﬂuonde _
(0.94 mL, 5.76 mmol) was a(‘ided,‘_and the resultmg mixture was stirred at 25 °C for about

24 hours.. To this mixture was added a 1:1 mixture of saturated aqueous sodium

bicarbonate and water (40 mL) and 2-méthyltetrahydrofuran and the resulting mixture was
) : 45 : : - :
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stirred until the solid dissolved (solution pH about 8). The layers were separated and the

~ organic layer was washed with brine (30 mL), dried over anhydrous sodium sulfate,

_ ﬁltei‘ed and concentrated on a rotary evaporator. . The residue was dissolved in 2-

methyltetrahydrofuran (50 mL) and solid L-tartaric acid (650 mg) was added The

» resultmg mixture was stirred at 25 °C to 30 °C for 18 hours and then ﬁltered through ﬁlter
| paper The filter cake was washed with 2—methyltetrahydrofuran (10 mL), 1sopropanol (10 o

mL) and immediately put under vacuum to provide biphenyl-2-yl: arbamic acnd 1 [2-(4-
{{(R) -2-(3~formylarn1no—4«hydroxypheny1)-2—hydroxyethyla.mmo]methyl} -2,5 -
dimethylphenyl—ca:bamoyl)ethyl]piperidin—4-y1 ester L-tartaric acid salt (3.7 g, >97 %
purity). |

Step F —~ Biphenyl-z-y]carbamic Acid 1-[2-(4-{[(R)-Z-(B-Formyliamino#-
hydroxyphenyl) -2- hydroxyethylammo]methyl} 2,5- dlmethylphenylcarbamoyl)-

" ethyl]piperidin-4-yl Ester

To a 250 mL round-bottom flask was added biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-

: {[(R)-2-(3-.formylamino-4—hydroxyphenyl)-2-hjkdfoxyethylé.tﬁino]methyl} -2,5-

dimethylphenyléarba.moyl)ethyl]piperidin%-yl ester L-tartaric acid salt (3.5 g) and

methanol (35 mL) and the resulting mixture was stirred for 15 min. A 1:1 mixture of
saturated-équeous sodium bicarbonate and water (70 mL) was added over a 5 min. peridd
and stirring was continued for 2 hours. The resulting off-white slurry was filtered and the
filter cake was washed with water (20 mL), air dried for 2 hours and then driedina - - |
vacuum overnight to provide biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4—{ [(R)-Z-(é-foﬂﬁylamino-
4~hydroxyphenyl)-z-hydroxyethylamino)rnethyl}-2,S-dimethylpheznylcarbémoyl)-‘
ethyl]piperidin-4-yl ester (2.3 g) as a semi-crystalline free base. | -

'H and P’C NMR spectra were obtained for a sample of biphenyl-Z-ylcarbAmnio acid
1-[2-(4- {[(R)-2-(3-formylamino-4;hydroxyphcnyl)-z-hydroxyethylamind]methyl};2 5-
dlmethyiphenylcarbamoyl) ethyl]plpendm 4-yl ester (22 2 mg in about 0.75 mL of
DMSO-ds) at ambient temperature using a JEOL ECX-400 NMR spectrometer:

S NMR (400 MHz, DMSO-ds), major 1somer, 5 9.64 (br, 1H), 9.54 (br S, lH),
9 43 (s, 1H), 8. 67 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.03 (d, I=1. 9, 1H) 7.25-7.45 (m, 9H), ~7.3. (nd

© 1H), 7.07 (s, 1H), 6.88 (dd, T =8.2, 1.9, 1H), 6.79 (d, = 8.2, 1H), 5.15 (br, 1H), 4.53 (dd,

 J1=7.3,4.7, 1H), 4.47 (m, 1H), ~3.65 and ~3,60 (AB pair, 2H), 2.68 (br m,2H), ~2.59 (nd,
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4¥1),2.44 (br t, § = 6.5, 2H), 2.20 (s, 3H) ~2.17 (br m, 2H), 2.14 (s, 3H) 1.73 (br, 2H),
144(brq,J—-~90 2H).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds), minor isomer, 3 9. 64 (br, IH), 9.43 (s 1H), 9.26

(brd, J =~7.0, 1H), 8.67.(s, 1H), 8.50 (br d, J =~7.0, 1H), 7.25-7.45 (m, 9H), ~7.3 (nd,

1H), 7.07 (s, 1H), ~7.07 (nd, 1H), 6.95 (dd, J = 8.3, 1.8, 1H), 6.83 (d, J =8.3, 1H), 5.15 (br,
1H), 4.47 (m, 1H), ~3.65 and ~3.60 (AB pair, 2H), 2.68 (br m, 2H), ~2.59 (nd, 2H), 2.44

L (rtJ= 6.5, 2H), 2.20 (s 3H), ~2.17 (br m, 2H), 2. 14(s 3H), 1.73 (br,2H), 144(brq,J—-
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' crystalline biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-{[(R)-2~(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)-

~9.0, 2H).

o e NMR (100 MI-IZ, DMSQO-dg), major isomer, & 170 0, 159. 9, 153 9, 145, 5
139.3, 137.6, 135.2, 135.0, 134.8, 133.4, 133.4, 130.2, 130.2, 128.6, 1282, 127.8, 1274,

- 127.2, 127.0 126.1, 125.7, 125.6, 121.7, 118.6, 114.5, 71.4, 70.0, 57.4, 53.9, 50.3, 50.1,

337 30.7,18.2, 17.5. :

'3CNIV.CR(100 MHz, DMSQ-ds), minor isomer, 8 1700 163.4, 1539 147.8,
1393 137,6, 135.7, 135.2, 135.0, 1348 133.4, 133.4, 130.2, 130.2, 128.6, 128.2, 127.8,
127.4,127.2, 127.0, 126.1, 1257 1230 119.6, 115.6, 71.0, 70.0, 57.3, 539 503 50.1,

133.7,30.7, 18.2, 17.5.

The 'H and 13C NMR spectra showed the presence of a major isomer (about 82

‘mole percent) and a minor isomer (about 18 mole percent) believed to be rotational -

isomers resulting from hindered rotation about the -NH-C(O)H bond. The phényl group is

‘believed to be syn to the carbonyl oxygen in the major isomer and anti in the minor isomer.

Example 7
Seed Crystals of Form I of Bipheny}-2-ylcarbamic Acid 1- [2-(4-{ [(R)-Z-(3-
Formylamino-4- hydroxyphenyl)-Z-hydroxyethylammo]methy]}-2 5-
dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl Ester

~ Semi-crystalline biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2~(4-{[(R)-2-(3- formylammo 4-
hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylamino]methyl}-2,5-dimethylphenyl-

- carbamoyl)ethyl]piperidin-4-y1 ester (500 mg) was disselved in methanol (50 mL) and
-water was added until the cloud point was reached. The resulting mixture was stirred at-

- 25 °C for 3 hours and the resulting crystalline material was isolated by filfration to provide

-hydroxyethy]ammo}methyl} -2 5-dlmethylphcnylcarbamoyl)ethyl]pzpcndm-4-yl ester
(420 mg) Th1s crystalline free base was determined to have a differential scanning '
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calorimetry (DSC) trace that exhibit a peak in endothermic heat flow at about 142 °C to
about 1‘50 °C, a.nd a powder x-ray diffraction (PXRD) pattern having significant diffraction
peaks, among other peaks, at 20 values of about 20. 7:!:0 3,21.6+0.3, 22.5+0.3 and

. 23.2+0.3. This crystallme free base form is des1gnated as Form II. Additional information-

on Form II and other crystallme free base forms of this compound is disclosed i in

- commonly-assigned U.S. Application No. , filed on even date herewith (Attorney

Docket No. P- 222-US1) and U. S. Provisional Application No. 60/794, 709 filed Apnl 25

' 2006 ‘the d:sclosures of which are incorporated herein by reference in their entu‘ety

Example 8

'Crystalhzation of Form II of Blphenyl—z-ylcarbamlc acid 1-[12-(4-{[(R)- 2—(3-

Formylamino-4-hydroxyphenyl)-2- hydroxyethylannno]methyl} -2,5-
dimethylbhenylcarbamuyl)ethyl] piperidin-4-yl Ester 7
To a 3 L three-necked round-bottomed flask equipped with an over-head stirrer,

temperature control and addition funnel was added semi-crystalline biphenyl-2-ylcarbamic

acid 1-[2-(4- ‘{[(R)-Z-(B -formylamino-4-hydroxyphcnyl)-Z-hydroxyethylamino]methyl} -

2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]pipen'din-4-yl ester (14 g) and methanol (1.4 L).

- Water (500 mL) was added in one portion and then additional water (200 mL) was added
' 'slowly until the cloud point was reached. Seed crystals of biphenyl- 2-ylcarbanuc acid 1-
20 -

[2-(4-{ [(R) ~2-(3-formylamino-4- -hydroxyphenyl)-2- -hydroxyethylamino]methyl}-2,5-

fd1methylphe;nybcarbamoy])ethyl]p1per1d1n-4-yl ester Form 11 (50 mg) were added and the
- resulting mixture was stirred at 25 °C for 3 hours at which time a free-flowing sturry had

| déveloped. ‘Water (300 mL) was added over a 15-minute period and the resulting mixture
. was stirred at 25 °C overnight. The mixture was then filtered and the filter cake was

-washed with water (100 mL), air dried for about 2 hours and then dried under vacuum at

room temperature for 48 hours to provide crystalline biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-

{[(R)-2-(3-formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylaminoJmethyl}-2,5-
dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester (12.5 g, 99.6% purity). This

crystalline salt was determined to be Form II.

—5]--
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Example 9
Blphenyl-Z-ylcarbamlc Acid 1- [2-(4-Formyl—2 5- dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]-

_ plpendm-4—yl Ester
- Step A --4-Iodo-2,5- dlmethylphenylamme

To a solution of 2,5-dimethylaniline (20g, 165 mmol) in a 1:1 mixture of

4 'dmhloromethane and methanol (400 mL) was added sodium bicarbonate (20. Sg, 250

mmol) and tetramethylammomum dichloroiodate(I) (44.7g, 165 mmol) The resultmg

_ . mixture was stlrred at room temperature for 1 hour and then water was added (500. mL)

" The organic layer was removed and washed with 5% aqueous sodium thiosulfate (500 mL)

and brine (500 mL). The organic layer was then dried over anhydrous magnesium sulfate, ‘
ﬁltered and concentrated under vacuum to provide 4-iodo-2,5- dnnethylphenylamme (3%.6

g, 98% yleld) The product was used w1th0ut further purification.

Step B — V-(4-Iodo-2,5-dimethylphenylacrylamide _
To a solution of 4-iodo-2,5-dimethylphenylamine (37.2 g, 151 mmol) in '

~ dichloromethane (500 mL) was added sodium bicarbonate (25.4 g, 302 mmol). The

resulting mixture was cooled to 0 °C end acryolyl chloride (12.3 mL, 151 mmol) was

" . added slowly over a period of 25 minutes. The resulting mixture was stirred at room

25

30

‘temperature overnight and then filtered. The volume of the filtrate was feduced to about
20

100 mL and a precipitate formed. The precipitate was filtered, dried, washed with water (1
L) and then dried again to af_ford N-(4-iodo-2,5-dimethylphenyDacrylamide (42.98 g,'95%

' purity, 90 % yield). The product was used without further puriﬁcution. :

Step C- Biphenyl- 2-ylcarbamlc Acid 1- [2-(4 lodo-2 S-dlmethylphenylcarbamoyl)-

ethyl]plpendm 4-yl Ester

* To a solution of N-(4-i0do-2,5-dimethylphenyl)acrylamide (32. 2g, 107 mmol) ina .
6:1 viv rmxture of N.N- dlmethylformamlde and isopropanol (700 mL) was added biphenyl-
2-ylcarbam1c acid piperidin-4-yl ester (36.3 g, 123 mmol).. The resulting mlxture was
heated at 50 °C for 24 hours and then at 80 °C for 24 hours. The reaction mixture was then

cooled to room temperature and concentrated under vacuum The résidue was dissolved in
‘ dxchloromethane (1 L) and this solution was washed with IN aqueous hydrochloric acid

‘ (SOO mL), water (500 mL), brine (500 mL) and saturated aqueous sodmm bicarbonate

solution (500 mL). The organic layer was then dried over anhydrous magnesium sulfate

~-52--
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and ﬁltered Ethanol (400 mL) was added and the resultmg mixture was concentrated
urider vacuum to a volume of about 400 mL., at which time a precipitate had formed. The
precxpltate was filtered and dried to afford biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-iodo-2,5-
dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1pendm-4 yl ester (59.6g, 84% purity, 79% yleld) m/z:

™ + H+ ] calcd for C29H321N303 598. 49 found 598.5.

o StepD 4—{3 [4-(B|phenyl-2-ylcarbamoyloxy)plpendm-l-yl]propnonylammo}-z 5-

10
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30

dimethylbenzoic Acid Methyl Ester ’

- To asolution of biphenyl- 2-ylca.rba.mm acxd 1- [2 (4-1odo-2 5-
dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1pend1n—4 -yl ester (56 g, 94 mmol) inas:1viv mlxture

of N,N-dimethylformamide and methanol (600 rnL) were added duspropy[ethylamme (49 ‘

mL, 281 mmol), 1,3-bis(diphenylphosphino)propane (3.9 g, 9.4 mmol) and palladium(Il)
acetate (2.1 g, 9.4 mmol). The resulting mixture was purged with carbon monoxide and
then stirred overnight at 70 °C to 80 °C under a carbon monoxide atmosphere (balloon
pressure). The reaction mixture was concentrated under vacuum and the residue was

dissolved in dichloromethane (500 mL). This mixture was washed with IN aquéous

‘hydrochloric acid (500 mL), water (500 mL) and then brine (500 mL). The organi-c,layer

was.then dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and then concén&ated under’

vacuum. The residue was mixed with ethanol (_aboizt 5:1 viw ethanol to residue) and the

mixture was heated until all solid material dissolved. This solution was allowed to slowly

cool to room temperature and the resulting _precipité.te was isolated by filtration to afford 4-

, {3 [4-(biphenyl-2-ylcarbamoyloxy)piperidin-1- yl]propionylamino} 2,5- dimethylbenioic_
" acid methyl ester (47 3 & 97% punty, 92% yield). m/z: [M + H+ ] calcd for C31H35N305 ‘

530.63; found 530 4.

Step E - Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1‘-'[2-(4-Hydroxymethyl‘-2,5—dimethyl;

phenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl Ester _
. To a solution of 4-{3-[4-(biphenyl-2-ylcarbamoyloxy)piperidin-1-
yl]propionylaminé} -2,5-dimethylbenzoic acid methyl ester (49.8 g, 93.9 mmol) in

-tetrahydrofuran (200 mL)Was cooled to 0 °C and lithium aluminum hydride (10.7 g, 281.7
.mmdl) éddéd portion-wise (10 x 1.07 g). The resuliting mixture was stirred for 3 hours and
- then water (10.7 mL) was added, followed by 1IN a_qu_eous sodium hydroxide (10.7 mL)'
and additional water (32.1 mL). This mixture was stirred overni ght and then filtered. The

--53--
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organic layer was concentrated under vacuum and the residue was mixed with ethyl acetate

| (about 5:1 v/w ethyl acetate to residue). This mixture was heated until all the solid

material dissolved and then the solution was allowed to cool to room temperaturé._ The
resulting precipitate was filtered and dried to afford biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-(4-
hydroxymethyl-z 5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin-4—yl ester (24.6 g, 95%

. purity, 47.5% vield). This material was used without further punﬁcatlon m/z M+ H9
calcd for C30H35N3O4 502.62; found 502. 5

VStep F — Biphenyl-2-ylcarbamic Acid 1- [2-(4-Formyl—2 5-
: dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]plpendm—4—yl Ester

To-a solution of biphenyl- 2—ylcarbam1c acid 1-[2-(4- hydroxymethyl-Z 5-

,dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]plpendm 4-yl ester (5.0 g, 10 mmol) in d:chloromethane

(200 mL) was added diisopropylethylamine (8.7 mL, 50 mmol) and dimethylsulfoxide

(5.6 mL, 100 mmoi). The fesulting rmixture was cooled to 0 °C and sulfur trioxide pyridine‘

complex_ (8.0 g,'SO mmol) was added. The reaction mixture was stirred for 1 hour at 0 °C
and then water (300 mL) was added. The organic layer was removed and washe_d with IN
aqueous hydrochloric acid (300 mL) and brine (300 mL). The organic layer was then dried

aver anhydrous magnesium sulfate and filtered. The resulting solution containing

- biphenyl-2-ylcarbamic acidll-[2-(4-formyl-2,5-dimethylphenylcarbamoyl)ethyl]piperidin~
- 4-yl ester was used without further purification. m/z: [M + H'] caled for C3oH33N304

500.60; found 500.4.

Example 10 _
Cell Culture and Membrane Preparatmn From Cells Expressmg Humau Ml, M;, M3

and M4 Muscarinic Receptors

. CHO cell lines stably expressing cloned human hM,, th, hM3 and hM4 muscarinic

recep_tor subtypes, respectively, were grown to near confluency in Hams F-12 media

- supplemented with 10% FBS and 250 pg/mL Geneticin. The cells were grown in a 5%

CO;,, 37 °C incubator and lifted with 2 mM EDTA in dPBS. Cells were collected by 5
minute centrifugation at 650 x g, and cell pellets were either stored frozen at —80ECor

membranes were prepa'red immediately for use. For membrane prephration cell pellets

‘were resuspended in lysis buffer and homogenized with a Polytron PT 2100 tissue

disrupter (Kinematica AG 20 seconds x 2 bursts). Crude mcmbranes were centnfuged at

54
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40,000 x g for_.15 rhinutes at 4 °C. The xﬁembrane pellet was then resuspended with re-
suspension buffer and homogenized again with the Polyfron tissue disrupter. The pro-tei'n
concentration of the membrane suspension was determined by the method descr_ibed in
Lowry et al., 1951, Journal of Biochemistry, 193, 265. All membrahes were stored frozen
in aliquots at —80 °C or used inimediately Aliquots of prepared hMs receptor membranes
were purchased d1rectly from PerkinElmer, Inc (Wellesley, MA) and stored at —80 °C -

unt1l use

Example 11 .
Radioligand Binding Assay for Muscarinic Receptors

Radioligand binding assays for cloned muscarinic receptors were performed in

96-well microtiter plates in a total assay volume of 100 ;,tL CHO cell membranes stably

‘ expressxng either the hM,, hM,, hM;, hM, or hMs muscarinic subtype were dlluted in assay

buffer to the following speczﬁc target protein concentratxons (ng/well): 10 pg for hMl, '
10-15 p.g for hM;, 10-20 pg for kM3, 10-20 pg for hM,, and 10-12 ug for th to get
similar signals (cpm). The membranes were briefly homogenized using a Polytron tissue
disruptor (10 seconds) prior to assay plate addition. Saturation binding studies for
determining Kp values of the radioligand were performed using L-[N-methyl-
’Hlscopolamine methyl chloride ([*H]-NMS) (TRK666, 84.0 Ci/mmol, Amersham
Pharmacia Biotech Buckinghamshire, England) at concentrations ranging from 0.001 nM

“to 20 nM. Dlsplacement assays for detenmnatlon of K; values of test compounds were

'performed with [3H] -NMS at 1 nM and eleven different test compound concentratlons The

test compounds were initially dlssolved to a concentration of 400 uM in dllutxon buffer and

- then serially diluted 5x with dilution buffer to final concentrations rangihg from 10 pM to

100 pM. The addition order and volumes to the assay plates were as follows: 25 pL
radiolig‘a.nd,‘ 25 pL diluted test compound, and 50 uL. membranes. Assay plates were

incubated for 60 minutes at 37 °C. Binding reactions were terminated by rapid filtration

~ over GF/B gléss fiber filter plates (PerkinElmer, Inc.) pre-treated in 1% BSA. Filter plates

were rinsed three times with wash buffer (10 mM HEPES) to remove unbound -
radioacti\;ity. The plates were then air-dried and 50 pL Microscint-20 liquid sciﬁtillatioh
fluid (PerkinElmer, Inc.) were added to each well. The plates were then counted in a
PerkinElmer Topcount liquid scintillation counter (PerkinElmer, Inc.). Binding data were
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a.nalyzed by nonlmear regression analysis with the GraphPad Pnsm Software package
(GraphPad Software, Inc:, San Diego, CA) using the one-site competltlon model. K;

- values for test compounds were calculated from observed_ICmva]ues and the Kp value of

the radioligand using the Cheng-Prusoff equation (Cheng Y; Prusoff WH. (1973)

Biochemical Pharmacology, 22(23):3099-108). K;values were converted to pK; values.to
) determme the geometric mean and 95% confidence intervals. These summary statlstws

. were then converted back to K values for data reporting.

_In this assay, a lower K; value indicates that the test compound hasa }ugher binding

-',afﬁmty for the receptor tested. B1phenyl-2-ylcarbamlc acid 1-[2- (4—{[(R) -2-(3-

formylarmno— -hydroxyphenyl) _2-hydroxyethylamino]methyl}-2,5- -
dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]plpendm 4-yl ester (compound IIa) was found to have a

K; value of less than 10 nM for the M3, M3, M1, M4 and M muscarinic receptor subt_ypes. ‘

‘Example 12

Cell Culture and Membrane Preparatlon From Cells Expressmg Human B,, Bz or Ba -
Adrenerglc Receptors -

* Human embryonic kidney (HEK-293) cell lines stably expressing cloned human Bl
and B, adrenergic receptors or Chinese hamster ovarian (CHO) cell lines stablSt expressing
_°1°“ed, human (3, adrenergic receptors were grown to near confluency m DMEM or Hams

._F-12' media with 10% FBS in the presence of 500 pg/mL Geneticin. The cell moholayer

) was lifted with 2 mM EDTA in PBS. Cells were pelleted by centﬁfugation at 1,000 rpm,

25

30

and cell pellets were either stored frozen at —80 °C or membranes were prepared

: 1mmed1ately for use. For preparation of B, and B; receptor expressing membranes cell
_pellets were re- suspended in lysis buffer ( 10 mM HEPES/HCI, 10 mM EDTA, pH 7.4 at4
. '-°C) and homogemzed using a tlght-ﬁttmg Dounce glass homogemzer (30 strokes) on ice.’

‘For the more protease-sensitive [33 Teceptor expressing membranes, cell pellets were

homogenated in lysis buffer (10 mM Tris/HCl, pH 7.4) supplemeﬁté’d with one tablet of
“Complete Protease Inlnbltor Cocktail Tablets with 2 mM EDTA” per 50 mL buffer

(Roche Molecular BlOCthlca].S Indianapolis, IN). The homogenate was centnfuged at -

»20,000 x g, and the resulting pellet was washed once with lysis buffer by re-suspension and -

centrifugation as above. The final pellet was then re-suspended in ice-cold binding assay

 buffer (75 mM Tris/HCI pH 7.4, 12.5 mM MgCl,, | mM EDTA): The protein

concentratlon of the membrane suspensmn was determined by the methods descnbed in.
o ~-56-- :
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LOWry et al., 1951, Journal of Biological Chemistry, 193, 265; and Bradford, A_nafyti(:al

'Biocheniz‘stry; 1976, 72, 248-54. All membranes were stored frozen in aliquots at -80 °C

or used immediately.

Example 13 .
Radioligand Binding Assay for Human B,, , and B; Adrenergic Receptors

~ Binding assays were j)erformgd in 96-well microtiter plates in a tdtal assay volurne
of 100 @L with 10-15 pg of membrane protein containing the human B1, Bz or B3 adrenergic -
receptors in assay buffer (75 mM Tris/HC1 pH 7.4 at 25 °C, 12.5 mM MgClz, 1mM '
EDTA, 0.2% BSA). Saturation binding studies fbf determining Ky values of the - “
radioligand were dbne using [°H]-dihydroalprenolol (NET-720, 100 Ci/nimbi; PerkinElmer

- Life Sciences Inc., Boston, MA) for the 3, and (3, receptors and [’?SI]—(f)- :
- iodocyanopindolol (NEX-189, 220 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences hc.,-BoStbn_, MA)

at 10 or 11 different concentrations ranging from 0.01 nM to 20 nM. ﬁisplacement aSsays
for determination of K; values of test comboun‘ds were done with'[3H]-d_ihydroalprenolol at
1 nM and ['**I)~(-)-iodocyanopindolol at 0.5 nM for 10 or 11 different concentrations of
test compound ranging from 10 pM to 10 pM.‘ Non-specific binding was deter_mined in the

presence of 10 pM propranolol. 'As.says were incubated for 1 hour at 37 °C, and then

binding reactions were terminated by rapid filtration over GF/B for the 8, and B2 receptors

or GF/C gléss fiber filter plates for the 3 receptors (Packard BioScience Co., Meridén, .

~ CT) presoaked in 0.3% polyethyleneimine. Filter plates were washed three times with
filtration buffer (75 mM Tris/HCI pH 7.4 at 4 °C, 12.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA) to

remove unbound radiocactivity. The plates were then dried and 50 ML of Microscmt—zo

liquid scintillation fluid (Packard BioScience Co., Meriden, CT) was added and plates were

} vcoun'ted in a Packard Topcount liquid scintillation counter (Packard BioScience Co.,

. Meriden, CT). Binding data were analyzed by nonlinear“regression_analysis with the

GraphPad Prism Software package (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) using the
3_—ﬁafaméter model for one-site competition. The curve minirhum, w;a,s fixed to the Vvalue-
for nonspecific binding, as determined in the presence of 10 uM proptanolol. K, values for
test compounds were calculated from observed ICsq values and the K, value of the
radioligand using the Chexig-Prusoff equation (Cheng Y, and Prusoff WH.,, Biochemical
Pharmacology, 1973, 22, 23, 3099-108), |
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In this assay, a lower K; value indicates that a test compound has a hlgher bmdmg

| jafﬁmty for the receptor tested. Blphenyl 2-ylcarbamic acid 1- -(2-(4- {[(R)-2 (3-
: fonny]ammo-4-hydroxyphenyl) 2-hydroxyethy1ammo]methyl} -2,5-

dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]plpendm -4-y] ester (compound Ha) was found to have a
K, value of less than 10 nM for the B adrenergic receptor and K; values greatcr than 1000

nM for the B and B3 adrenerglc receptors.

Example 14

) Functlonal Assays of Antagomsm for Muscarinic Receptor Subtypes

.Assay A -~ Blockade of Agomst-Medlated Inhibition of cAMP Accumulatlon

In this assay, the functional potency of a test compound as an antagomst for the

hM; reccptor was determined by measuring the ability of the test compound to block

’ oxotremorme inhibition of forskolm-medlated cAMP accumulatlon in CHO-KI cells

. expressmg the th receptor. cAlVﬂ’ assays were performed ina radlolmmunoassay format; .

15
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‘using the Flashplate Adenylyl Cyclase Activation Assay System with ‘%I cAMP (NEN

SMP004B, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA), according to the manufacturer’ s
instructions. Cells were rinsed once with dPBS and lifted with Trypsin-EDTA solutlon
(0.05% trypsm/O 53 mM EDTA) as described in the Cell Culture and Membrane
Preparation section above. The detached cells were washed twice by centrifugation at 650
x g for five rniﬁutes in 50 mL dPBS.. The cell pellet was then re-suspended in 10 mL
dPBS, and the cells were counted with a Coulter Z1 Duai Particle Counter (Beck:man

. ACoulter Fullerton CA). The cells were cenmfugcd again at 650 x 8 for five minutes and
re-suspended in stimulation buffer to an assay concentration of 1. 6x 10°to 28x 106
» cell_s/mL.

25

“The test compound was initially dissolved toa concentration of 400 pM in dilution

- buffér (dPBS supplemented with 1 mg/mL BSA (0.1%)), and then serially dituted with -

30

d:lutlon buffer to final molar concentratxons rangmg from 100 j..lM to 0.1 nM

Oxotremonne was diluted in a smnlar manner.-

" To measure oxotremorine 1nh1b1t1on of adenylyl cyclase act1v1ty, 25 uL forskolin -
25 ;.tM ﬁ:nal concentration diluted in dPBS), 25 pL diluted oxotremorine, and 50 pL cells .

were added to agonist assay wells. To measure the ability of a test compound to block

~ oxotremorine-inhibited adenylyl cyclase activity,; 25 ul forskolin and oxotremorine (25 "

-=58--
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: pM and 5 }.LM ﬁnal concentratlons, respectwely, dlluted in dPBS) 25 pL dlluted test

compound, and 50 pL cells were added to remammg assay wells.

Reactlons were incubated for 10 minutes at 37 °C and stopped by addxtlon of

100 pL ice-cold detectmn buffer. Plates were sealed, incubated oycrmg,ht at room

‘ temperature and counted the next moming on a PerkinElmer TopCount liquid scintillation

counter (PerkinElmer Iné., Wellesley, MA). The amount of cAMP produced (pmol/well) -

* was calculated based on the counts observed for the samples and cAMP standards, as -

described in the rnanufacturer s user manual. Data was analyzed by nonlinear regression

o analys:s with the GraphPad Pnsm Software package (GraphPad Soﬁware Inc., San Dlego
10~ CA) usmg the non-linear regression, one-site competmon equation. The Cheng—Prusoff
: equat:on was used to calculate the Kobs, using the ECsp of the oxotremonne concentration-

L response curve and the oxotremonne assay concentration as the Kp and [L], reSpectlvely

In this assay, a Iower Kbs value indicates that the test compound has a hlgher

' funcnonal actlvn:y at the receptor tested.: B1pheny1 2-ylcarbamic acid 1-[2- (4-{[(R) -2~ (3-

.15__

20

formylamino-4-hydroxyphenyl)- 2-hydroxyethy1ammo]methyl} -2,5-

dlmethylphenylcarbamoyl)ethyl]p1per1d1n-4-yl ester (compound IIa) was found to have a

Kops value of less than about 10 nM for blockade of oxotremorine-inhibition of forskolin-

" mediated cAMP accumulation in CHO-K1 cells expressing the hMj receptor.

Assay B — Blockade of Agonist-Mediated [**S]GTPyS Binding

" In this functional assay, the functional potency of a test compound as an antagonist

of the hM, receptor was determined by measuring the ability of the test compound to block

. oxotremori_nefstimulate'd‘[3,SS]GTPyS binding in CHO-K1 cells expressing the hM,

25

30

: receptor

At the tlme of use, frozen membranes were thawed and then dlluted in assay buffer

" witha ﬁnal target hssue concentration of 5 to 10 lg protein per well. The membranes-
. were briefly homogemzed using a Polytron PT-2100 tissue dlsrupter and then added to the
‘ »assay plates. ' '

The ECgp value (effective concentration for 90% maximal response) for stxmulatlon

of [3SS]GTPyS binding by the agonist oxotremorine was determined in each experiment.

To determine the ability of a test compound to inhibit oxotremorine-stimulated

 [°SIGTPyS binding, the following was added to each well of 96 well plates: 25uLof |

~-59--
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- assay bﬁ'ffér with [*’S]GTPyS (0.4nM), 25 pL of oxotremorine(ECso) and GDP (3’uM)
'25 ML of diluted test compound and 25 pL CHO cell membranes expressmg the hM,

) receptor The assay plates were then mcubated at 37 °C for 60 mirniutes. The assay plates

were filtered over 1% BSA-pretreated GF/B filters using a PerkinElmer 96-well harvester.
The plates were rinsed with ice-cold wash buffer for 3 x 3 seconds and then air or vacuum '

dned Microscint-20 scmtlllatlon liquid (50 pL) was added to ‘each well and each plate

‘was sealed and rad10act1v1ty counted on a Topcounter (PerkmElmer) Data were analyzed

by nonlinear regression analysis with the GraphPad Prism Software package (GraphPad

.Software, Inc., San Dlego, CA) using the non-linear regression, one-site competition

equation. The Cheng-Prusoff equation was used to calculate the Kqps, using the ICsq values

‘concentration in the assay as the Kp and [L], ligand concentration, respectively.

In this assay, a lower. K., value indicates that the test compound hasa highef :

- functional act1v1ty at the receptor tested. Biphenyl-2-ylcarbamic acid 1- [2 (4—{[(R) 2-(3-
_formylammo 4- hydroxyphenyl) 2-hydroxyethylamino]methyl}-2, 5- .

, d1methy1phenylcarbamoyl)ethyl]p1per1d1n—4 yl ester (compound IIa) was found to have a
Kobs value of less than about 10 nM for blockade of oxotremonne stlmulated [? 5S]GTP}/S

bmdmg in CHO-K1 cells expressmg the hM; receptor

Assay C - B]ockade of Agonist-Mediated Calcium Re]ease via FLIPR Assays

In tlus functional assay, the functional potency of a test compound as an antagomst
of hM,;, hM; and cMs receptors was determined by measuring the ability of the test
compound to inhibit agonist-mediated increases in intracellular calcium.

- CHO celis stably expressing the receptors were seeded into 96-well FLIPR plates

‘the night before the assay was done. Seeded cells were washed twice with FLIPR buffer

(10 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM calcium chloride, 2.5 mM probenecid in Hank’s Buffered
Salt Solutlon (HBSS) without calcium and magnesium) usmg Cellwash (M’I‘X Labsystems,

Inc.) to remove growth media.  After washmg, each well contained 50 pL of FLIPR buffer
‘The cells were then mcubated with 50 pL/well of 4 pM FLUO-4AM (a 2X solution was -

made) for 40 minutes at 37 °C, 5% carbon dioxide. Following the dye 1ncubat1on perlod
cells were washed two times with FLIPR buffer, leavmg a final volume of 5 0 ].I.L in each

wel]
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The dose-dependent stimulation of intracellutar Ca>* release for oxotremorine was

determihed so that the test cor'npound'could be measured against oxotremorine stimulation * -

. at an ECyg concentratlon Cells were first incubated with compound dllutmn buffer for 20°

: mmutes and then oxotremonne was added. An ECyqvalue for oxotremorine was generated

according to the method detailed in the FLIPR measurement and data reduction section
below, in conjunction with the formula ECy = ((F/100-F)*1/H) * ECsy. An 6Xotremorine

concentration of 3 x ECr was prepared in stimulation plates such that an ECgo

concentration of oxotremorine was added to each well in test assay plates. '

The parameters used for the FLIPR were: exposure length of 0.4 seconds, laser
strength of 0.5 watts, excitation wavelength of 488 nm, and emission wavelength of

550 nm. Baseline was determined by measuring the change in fluoréscence for 10 seconds

. prior to addition of oxotremorine. Following oxotremorine stirmilation, the FLIPR

15

20

25

~continuously measured the change of fluorescence every 0.5 to 1 second for 1.5 mmutes to

‘ capture the maximum ﬂuorescence cha.nge

The change of ﬂuorescence was expressed as maximum ﬂuorescence minus

baseline ﬂuorescence for each well. The raw data was analyzed apgainst _the loganthm of

test compound concentration by nonlinear regression with GraphPad Pn'st‘n. (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA) using the built-in model for sigmoidal dose-response,
Antagonist Kops values were determined by Prism using the oxotremorine ECso value as the
K and the oxotremorine ECyo for the ligand concentratlon accordmg to the Cheng Prusoff-
equatlon (Cheng & Prusoff, 1973).

In this assay, a lower Ky, value indicates that the test compound has a higher
functional actwnty at the receptor tested. Biphenyl-2-ylcarbamic acid 1- [2 (4- {[(R) -2-(3-
formylammo-4 hydroxyphenyl)- 2- hydroxyethylammo]methyl} -2,5-
dimethylphenylcarbamoyl)ethylJpiperidin-4-y! ester (compound Ha) was found to have a

_ 'Kobs value of less than about 10 nM for blockade of agomst-medxated calcmm release in

CHO cells stably expressing the hMl, hM; and cMs receptors,
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Example 15 -

Whole—cell cAMP Flashplate Assay in HEK-293 and CHO Cell Lmes Heterologously

an Expressing Human B, B2 or B3 Adrenergic Receptors

10

15 -

20

25

30

cAMJ’ assays were performed in a rad101mrnunoassay format using the Flashplate
Adenylyl Cyclase Activation Assay System with [IZSI] cAMP (NEN SMP004,

PerkinElmer Life Scmnces Inc., Boston, MA), according to the manufacturers mstructwns

~For the determination of B; and B, receptor agomst potency (ECSO) HEK-293 cell lmes '

s_tably exprcssmg cloned human B and B, receptors were grown to near cpuﬂuency in
DMEM supplemented with 10% FBS and Geneticin (500 pg/i'nL). For the determination
B3 receptor agonist potency (ECsg), CHO-K1 cell line stably expressing cloned human or

B adrenergu: receptors was grown to near confluency in Hams F- 12 media supplemented

“with 10% FBS and Geneticin (250 p,g/rnL) Cells were rinsed w1th PBS and detached in

dPBS (Dulbecco s Phosphate Buffered Saline, without CaCl,and MgClz) contammg 2 mM
EDTA or Trypsin-EDTA solution (0.05% trypsin/0.53 mM EDTA). After counting cells

n COulter cell counter, cells were pelleted by centrifiigation at 1, 000 rpm and re§suspended

‘ | in stimulation buffer containing IBMX (PcrkmElmer Kit) pre-watmed to roorn temperature
‘toa concentratlon of 1.6 x 10° t0.2.8 x 106 cells/mL. About 40,000 to 80,000 ce]ls per well

were used in this assay. Test compounds (10 mM i in DMSO) were dlluted into PBS ,
co'ntaining 0.1% BSA in Beckman Biomek-2000 and tested at 11 different concentrations
ranging from 100 uM to I pM. Reactions were incubated for 10 min at 37 °C and stopped
by adding 100 uL of cold clle,tecti‘on buffer containing ['*°I}-cAMP (NEN SMP004,
Perl;inElmer Life Sciences, Boston, MA). The amount of cAMP pfqduced (pmol/well)

was calculated based Qa the counts observed for the samples and cAMP standards as

" described in the manufacturer’s user mahual Data were analyzed by nonlinear regrcssion
ana1y51s with the GraphPad Prism Software package (GraphPad Software, Inc., San Diego,

: 'CA) with the 81gm01da1 equation. The Cheng-Prusoff equation (Cheng Y, and Prusoff

' 'WH Bzochemtcal Pharmacalogy, 1973, 22, 23 3099-108) was used to calculate the ECso .

values.

n this assay; a lower ECQp value indicates that the test compound has a hjghef '

functional activfty at the receptor tested. Biphenyl-2-ylcarbamic acid 1-[2-.(4{[(1{)-’2-(34
formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylamino]methyl} -2,5_-dimethyl;iheﬁyl— :

‘carbamoyl)ethyl]piperidin-4-yl ester (compound Ifa) was found to have an ECsp value less
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~ than about 10 nM for the B, adrenerglc receptor; an BCSO value of about 30 nM for the l31

10

: adrenerglc receptor and an ECSO value greater than 700 nM for the B3 adrenerglc receptor

Example 16

.Whole-cell cAMP Flashplate Assay With a Lung Eplthellal Cell Lme Endogenously

Expressmg Human B2 Adrenerglc Receptor

In _tIus assay,,the agomst potency and intrinsic activity of a test conipoimd were
determined using a cell line expressing endogenous levels of the 3, adrenergic receptor.
Cells from a human lung epithelial cell line (BEAS-2B) (ATCC CRIL-9609,  American
Type Culture Collection, Manassas, VA) (January B, et al., British Journal of
Pharmacology, 1998, 123, 4, 701-1 1) WEre grown to 75- 90% confluency i in complete,

. serum-free medlum (LHC-9 medium contalmng epmephrme and retinoic acid, onsource

: ) Intematlonal,' Camarillo, CA). The day before the assay, the medium was switched to
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'LHC-8 (no epinephrine or retinoic acid, Biosource International, Camarillo, CA). cAMP

assays were pérformed ina radioimmunoassay format using the Flashplate Adenylyl
Cyclase Actwatlon Assay System with ['*1]-cAMP (NEN SMFP004, PerkmElmer Life

" Sciences Inc., Boston MA), accordmg to the manufacturers instructions.

On the day of the assay, cells were rinsed with PBS, lifted by scraping w1th SmM
EDTA in PBS, and counted. Cells were pelleted by centrifugation at 1,000 rpm and re-
suspended in stimulation buffer pre-warnied to 37 °C at a final concentration of 600,000
cells/mL. Cells were used at a final concentration of 100,000 fo 12'0,000 cells/well in this -

| assay. Test compounds were serially diluted into assay buffer (75 mM Tris/HCI pH 7.4 at

25°C, 12.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 0.2% BSA) in Beckman Biomek-2000. Test

‘compounds were tested in the assay at 11 different concentrations, ranging from 10 pM to

10 pM. Reactions were incubated for 10 min at 37 °C and stopped by aﬂdition of 100 pL
7 of icecold detection buffer. Plates were sealed, incubated over night at 4 °C and counted
the riéxf rnorning ina Topcount scintillation counter (Packard BioScience Co., Mériden,

- CT). The amount of cAMP produced per mL of reactwn was calculated based on the

courits observed for samples and cAMP standards, as described in the manufacturer’s user
manual. Data were analyzed by nonlinear regressxon analysis with the GraphPad Pnsm .

Software package (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) usmg the 4-parameter model-

. for SIgmmdal dose- response
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_In this assay, a lower ECsp value indicates that the test compound has a higher

functional activity at the receptor tested. Biphenyl-2-ylcarbamic acid 1—.[}(4- {[(R)-Z-_(S'-
fofmyl_amiﬁo—4-hyd:oxypheny1)-2-hydroxyethylamino]methyl} 2,5 -dimethyiphenyl-

- ‘: cé.rba:noyl)ethyl]ﬁiperidin—4—yl ester (eoinpound Ila) was found to have an ECso value of

10

) .'Iess than 10 nM with intrinsic act1v1ty value of greater than 0 3 compared W1th a full B2

agomst 1soproterenol (1. 0)

Exan‘lp‘le 17 _ _
Einthoven Assay for Determining Bronchoprotective E_fﬁcacy and Duration -
In this assay, the bronchoprotective efﬁcacy and duration of fest (iorhpou_nds'were

determined using guineat pigs. This assay was derived from the procedures described in

_ Finthoven (1892) Pfugers Arch. 51: 367 — 445; and Mobammed et al. (2000) Pulm

} Pharmacol. Ther. 13(6):287-92. In this assay, changes in ventilation preésﬁre serve as a

- . surro gate measure of airway remstance Following pre—treat:ment w1th a‘test cornpound
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jmuscanmc antagomst potency was determined using bronchoconstnctor dose~response

curves to intravenous methacholine i in the presence of propranolol Sumlar]y, B agonist

_ ..'bronchoprotecttve potency was determined usmg histamine. Combined bronchoprotectwe

' ,potency was determmed using methacholine in the absence of propranolol.

‘The assay was conducted using male Dincan-Hartley gumea pigs (Ha:lan -
Indlanapohs IN), wexghmg between 250 and 400 g. A test compound or vehmle (i.e.,

sterile water) was dosed by mhalatxon (If) over.a 10 minute time penod ina whole body

. exposure dosing chamber (R+S Molds, San Carlos CA) using 5 mL of dosmg solutlon '
_Ammals were exposed to an aerosol. generated from an LC Star Nebuhzer Set (Model '
'22F51, PARI Respiratory Equipment, Inc. Midlothian, VA) driven by Bioblend (a mixture

of 5% COz; 21% O,; and 74% N,) at a pressure of 22 psi. Pulmonary function was
evaluated at various time points after inhalation dosing, ‘ '

' Seventy—ﬁve minutes prior to the start of the assay, the guinea pigs were

" anesthetlzed with an intramuscular (IM) mJectlon of a mixture of ketamine (43.7
: ‘mg/kg/xylazme (3.5 mg/kg)/acepromazine (1.05 mg/kg). A supplemental dose of t.his :
~mixture (50% of initial dose) wés,adminjstered as needed. T he jﬁgular vein end cafc)tid ‘
 artery were isolated and cannulated with saline-filled polyethylene catheters (rmcro—
B renathane and PE- 50, respectively, Beckton Dickinson, Sparks, MD) The carotid a.rtery

‘was connected to a pressure transducer to allow the measurement of blood pressure.and the

L 64w
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jugular vein cannula was used for IV injection of either methacholine or hlstamme The .

't:rachea was then dissected free and cannulated with a 14G needle (#NE-014 Small Parts,
Miami Lakes, FL). Once the cannulations were complete, the guinea pigs were ventllated

using a respirater (Model 683, Harvard Aijaratus Inc., MA) set at a stroke volume of

‘ 1mL/100 g body weight but not exceedmg 2.5 mL volume, and at a rate of 100 strokes per

mmute ‘Ventilation pressure (V P) was measured in the tracheal ¢annula usmg a Biopac
transducer connected to a Biopac (TSD 137C) pre—amphﬁer Body temperature was
mamtamed at 37 °C using a heating pad. Prior to mmatmg data collecnon pentoba.rbntal
(25 mg/kg) was administered mtrapentoneally (IP) to suppress spontaneous breathmg and
obtain a stable baseline. The changes in VP were recorded on a Biopac Windows data
collection interface. Baseline values were collected for at least 5 minutes, eﬁer which time

guinea pigs were challenged IV non-cumulatively with 2-fold incremental doses of the

_bronchoconstrictor {methacholine or histamine). When methacholine was used as the
. bronchoconstrictor agent, animals were pre-treated w1th propranolol &) mg/kg, IV) to

"~ isolate the antimuscarinic effects of the test compound. The propranolol was admmlstered

30 minutes prior to construction of the dose-response curve to methachohne or histamine.
Changes in VP were recorded using the Ackhowledge Data Collection Software (Santa
Barbara ‘CA). Afier the completlon of study, the animals were euthanized.

Change in VP was measured in cm of water. Change in vP (cm H;,0) = peak
pressure (after bronchoconstrictor challenge) peak baseline pressm‘e. The dose-response

curve to methacholine or histamine was fitted to a four parameter logistic equation using

" GraphPad Pnsm version 3.00 for Windows (GraphPad Software, San Dlego, Cahforma)

The followmg equation was used:

Y= Min + (Mavain)/(l +10 ({log IDSO;X)‘ Hillsloﬁe) )

- where Xis the logarithm of dose, Y is the response., Y starts at Mm and approaches

. asymptotxcally to Max with a sigmoidal shape.

30

- The percent inhibition of the bronchoconstnctor response to a submaximal dose of

‘methacholine or histamine was calculated at each dose of the test compound using _the

following equation: % Inhibition of response = 100-((peak pressire (after

- bronchoeonstﬁctof challenge, treated) - peak baseline pressure (treated) *100% / (peak

pressure (after bronchoconstrictor challenge, water) - peak baseline pressure (water) X

£9
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100). Inhibition Curﬁes were fitted using the four parameter logistic equation from
GraphPad soﬁware IDsg (dose required to produce 50% inhibition of the

: bronchoconstnctor response) and Emax (maximal inhibition) were also estlmated wherever -

appropriate. _
The magnitude of bronchoprotection at different tlme-pomts after mhalatmn of the

" test éompound was used to estimate the pharmacodynamw half-life (PD Tin). PD Tm was

deternuned using a non- lmear regression fit using a one-phase exponential- decay equatlon
(GTaphPad Pnsm Version 4.00): Y=Span*exp(-K*X) + Plateau, Starts at Span+Plateau
and decays to Plateau with a rate constant K. The PD Ty, = 0.69/K.. Plateau was .

constrained to 0,

At 1.5 hours post-dose, biphenyl-2-ylcarbamic acid 1—[2-(4-{[(R)-72¢_(3-. '

' formylammo 4-hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylamino Jmethyl}-2,5-
‘ dlmethylphenylcarbamoy I)ethyl]pxpendm 4-yl ester (11a) was found to have an IDso of less

than about 50 pg/mL for both methacholme-mdueed bronchoconstnctlon and hlstamme-

“induced bronchoconstriction.

' Additionaﬂy, this compound produced significant bronchoprotection for up to

about 72 hours when administered as a single sub-maximal dose (100 pg/mL). In this -

assay, salmetefol (3 pg/mL) (a B, adrenergic receptor agonisf) exhibited signiﬁcent

- | bronchoprotectlon for 6 to 14 hours; and tiotropium (10 pg/mL) (a muscarinic receptor .

) antagomst) exhibited 51gruﬁcant bronchoprotectlon for greater than 72 hours

Example 18 . . ‘
P]ethysmograph Guinea Pig Assay for Determinmg Bronchoprotective Efﬁcacy and
Duration , ' '

In this assay, the bronchoproteetlve efﬁcacy and duratlon of test compounds was
determined using a guinea pig assay.

- Groups of 6 male guinea pxgs (Duncan-Hartley (HsdPoc: DH) Harlan, _
Madison, WI) welg}ung between 250 and 350 g were mdw:dually identified by cage cards.

- Throughout the study, animals were allowed access to food and water ad libitum. Test
_ compounds were adrmmstered via inhalation over 10 minutes in a whole-body exposure

~ dosing chamber (R&S Molds, San Carlos, CA). The dosmg chambers were an-anged so
_that an aerosol was s1mu1taneously dehvered to 6 individual chambers from a central

. manifold. Gumea plgs were exposed to an aerosol of a test compound or vehicle (WFI)
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The acrosols were generated from aqueous solutions using an LC Star Nebulizer Set

“(Model 22F5 1, PARI Respiratory Equipment, Inc. Midlothian, VA) driven by a mixture of

gases (CO; = 5%, Oy = 21% and N = 74%) at a pressure of 22 psi. The gas flow throogh

~ the nebulizer at this operating pressure was approximately 3 L per m'inute The generated

aerosols were driven into the chambers by positive pressure. No dilution air was used

- during the delwery of aerosohzed solutlons Dunng the 10 minute nebullzatlon

: approxnmately 1.8 mL of solution was nebulized. This value: ‘was measured grawmetncally

by companng pre-and post-nebulization weights of the filled nebulizer.

- The bronchoproteetwe effects of test compounds administered v1a mhalatlon were

'evaluated using whole body plethysmography at 1.5, 24,48 and 72 hours po st-dose.

Forty-five minutes prior to the start of the pulmonary evaluation, each guinea pig was'
anesthetized with an intramusoulalj injection of ketamine (43.75 mg/kg), xylazine
(3.50 mg/kg) and acepromazine (1.05 mg/kg). The surgical site was shaved and cleaned

with 70% alcohol and a2 to 3 cm midline incision of the ventral aspect of the neck was

_made. The Jugular vein was isolated and cannulated thh a saline-filled polyethylene

' catheter (PE- 50 Becton Dickinson, Sparks, MD) to aHow for intravenous infusions of

20"

25

* acetylcholiné or histamine in saline. The trachea was then d1ssected free and ca_nnulatec_l
- with a 14G teflon tube (#NE- 014, Small Parts, Miami Lakes, FL). Ifrequired, anesthesia

“was maintained by additional intramuscular inj ections of the anesthetic mixture. The ciepth

of anesthesia was momtored and adJusted if the animal responded | to pmchmg of ltS paw or
if the respiration rate was greater than 100 breaths per minute. _ o
Once the cannulations were completed, the animal was placed into a

piethysmograph» (#PLY3114, Buxco Electron:cs? Inc., Sharon, CT) and an esophageal

- press_ufe canmula (PE-_160; Becton Dickinson, Sparks, MD) was insefted to measure

pulmonary driving pressure. The teflon tracheal tube was attached to the opening of the

-plethysmograph to allow the guinea pig to breathe room air from outside the chamber. The

~ . chamber was then sealed. A heating lamp was used to maintain body temperature and the

30

guinea pig's hmgs were inflated three times with 4 mL of air using a 10 mL calibration
- syringe (#5520 Series, Hans Rudolph, Kansas City, MO) to ensure that the lower airways

had not collapsed and that the amrnal did not suffer from hyperventllatlon

The pulmonary evaluation was mmated after detemumng that baseline values were

l within the range 0f 0.3 to 0.9 mL per cm Hzo for compliance and within the range of 0.1 to

- 0.192 cm H,0 per mL per second for resistance. A Buxco pulmonary r'neasuremerit
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caniputer progam was useq for the col]ection and derivation of pulmonary values. Starting

‘the program 1mt|ated the experimental protocol and data collectlon The changes in
' volume over time that occurred within the plethysmograph with eqch breath were

‘measured via a Buxco pressure transducer. By integrating this sxgnal over time, a

measurement of flow was calculated for each breth. This signal and the pulmonary driving

_pressure changes, collected using a Sensym pressure transducer (TRD4100), were
) con.nected via'a Buxco (MAX 2270) preamplifier to a data collection interface
' (SFT34OO and SFT3813) All other pulmonary parameters are derived frorn these two

1nputs _ _

Basehne values were collected for'5 mmutes after which: txme the gumea p1gs were
challenged with either acetylcholine or histamine. When evaluating the muscarinic - _
antagonist effects of a test compound, propanolol (5 mg/Kg, 1v) (Sigma-Aldrich, St. Lou1s
MO) was administered 15 minutes prior to challenge with acetylcholme. Acetylcholine

(Sigma—Aldn'ch St. Louis, MO) (0.1 mg/mL) was infused intravenously for 1 minute from

a syringe pump (sp2 10iw, World Precxslon Instruments, Inc., Sarasota, FL) at the. followmg
" doses and prescnbed txmes from the start of the experiment: 1.9 pg/mmute at5 mmutes,
‘3.8 ug/minute at 10 minutes, 7.5 pg/minute at 15 minutes, 15.0 ug/mmute at 20 minutes,

“ 30 pg/minute at 25 minutes and 60 pg/minute at 30 minutes. Alternatively,

l)ronchoprotective»effects of the test compoimd was assessed in the acetylcholine ehallenge

-'model without pretreatment with propanolol.

_ When evaluanng the B, adrenergic receptor agonist effects of the test compound
hlstamme (25 ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was mfused mtravenously for

-1 mmute from a syringe pump at the foltlowing doses and prescnbed times from the start of
 the expenment.- 0.5 pg/minute at'S minutes, 0.9. pg/minute at 10 minutes, 1.9 p.g/mmute at
25

15 minutes, 3.8 pg/minute at 20 minutes, 7.5 pg/minute at 25 minutes and 15 pg/minute at
30 minutes, If resistance or compliance did not returned to baseline 'values_at 3 minutes.
following each acetylcholine or histamine dose, the guinea pig’s lungs were inflated

3 times with 4 mL of air from a 10 mL calibration syringe. The pulmonary parameters

—recorded included resplratlon frequency (breaths per mmute) compliance (mL per .

cm H,0) and pulmonary resistance (cm H,O per mL per second).” Once the pulmonary

function measurements were completed at minute 35 of this protocol, the guinea pig was '

removed from the plethysmograph and euthamzed by carbon daomde asphymanon ;

The data were evaluated in one of two ways:

-68--
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(a) Pulmonary resistance (RL) (cm H;O per mL per second) was calculated

from the ratio of change in pressure to the change in flow. The Ry, response to

‘acetylcholine (60 pg/min, IH_) was corrii:uted "for_the vehicle and the test compound. The

mean acetylcholine response in vehicle-treated animals, at each pre-tre_atment time, was

calculated and used to compute percent inhibition of acetylcholine response, at the

. coresponding pfe-treatment time, at each test compound dose. Inhibition dose-response -

)

15

20 .
- "frdm an équation used to calculate PCyq values described in Americ‘an Thoracic Society.

25 -

30

‘ curves for ‘RL’ were fitted with a four parameter logistic equation using GraphPad -Pris'm,'
* version 3.00 for Wmdows (GraphPad Software, San Dlego, California) to estimate _
bronchoprotect:ve IDso (dose requ1red to inhibit the acetylchohne (60 pg/mm)

bronchoconsmctlon response by 50%). The followmg equatlon was used
Y =Min + (Max—Min)/(1 + 10 (los ID56-X)* Hillslop;)) ‘

where X is the logarithm of dose, Y is the response (percent inhibition of écetylcholine-

mduced increase in Ry). Y starts at Min and approaches asymptotn,ally to Max w1th a

: mgmotdal shape.

) - The quantity PD,, which i is defined as the amount 6f acetylcho]me or
histamine needed to canse a doubhng of the baseline pulmonary resistance, was calculated
using the pulmonary resistance values derived from the flow and the pressure over a range

of acgtylcholine or histamine challenges using the following equation (which was derived

' GUIdellnES for methachohne and exercise challenge testing - 1999 Am .I Respzr Crit Care
' Med 2000; 161 309- 329) g

~ , (log Cz- log C1)(2Ro-Ry) .
PD, = antilog [ log Ci+ | : ] .
| ~ R:-R | -

where: .
C\ = concentration of acetylcholine or histamine preceding C,
-C2.= concentration of acetylcholine or histamine resulting in at least a 2-fold
incrc_aasé in pulmonary resistance (R, ) ,-
'R, = Baseline R, value |
R, ='RL value after C,
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R, - R, value after C, _

Statistical analysis of the data was performed using a two tailed Students t-test.
A P-valug <0.05 was considered significant. '

Compound 50 described in U.S. Patent Pubhcatmn No: US 2004/0167167A1
pubhshed August 24, 2004 was tested in this assay The chemical structure of compound

50 is as follows

Comparative Compou.n_d 50

This compound lacks the alkyl groups present on phenyl ring of the compounds of
the prcsent invention. In this assay, compound 50 showed no ‘significant
bronchoprotecuon at 24 hours post-dose for doses rangmg from 3 ug/mL to 300 pg/mL
'The PD2x valves for compound 50 at 24 hours were similar to the vehicle (water) group.

In this assay, salmeterol (100 pg/mL) (a B, adrenergic receptor agomst) exhﬂnted
significant bronchoprotectlon for at least 24 hours; and tlotroplum (10 ug/mL) (a '

hours _ _
- Whi le the present invention has been described with reference to spec1ﬁc aspects or
embodlments thereof, it will be understood by those of ordinary skllled in the art that -

various changes can be made or equivalents can be substituted without departing from the

~ true spirit and scope of the invention. Additionally, to the extent peﬁnitted by' applicable

patent statutes and regulations, all publications, patents and patent applications cited herein
are hereby incorporated by refer_encé in their entirety to the same extent as if each

document had been individually incorporated by reference herein.
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CLAIMS: - o

1. © A compound of formula I:

wherein

Rl‘ i1s methyl or ethyl;

" R? is methyl or ethyl;

‘or a pharmaceutically acceptable salt or solvate or stereoisomer thereof.

2. A com‘pbund of Claim 1 having formula II:

/\)L

. wherein

R'is methyl or ethyl;

R? is methyl or ethyl;

* or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

-71--
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3. . A compound of Claim 1 having formula Ila;

N
| H - H
OH )
4, A compound of Claim 1, wherein the compound isa pharmaceutlcally
acceptable salt of a compound of formula ITa: T
__OH
.0
NNy,
H
OH
5. A phannaceutlcal composmon oompnsmg a pharmacouncally acceptable

carrier and a compound of any one of Clalms 1to 4.

6. . A pharmaceutical composition comprising:_' :
‘ - (@) a compound of any one of Claims 1 to 4;
(b) a steroidal anti-inflammatory agent; and

(¢) a pharmaceutically accéptable carrier:
7. A combination of therapeutic agents, comprising:

(2) a compound of any one of Claims 1 to 4; and

(b) a steroidal anti-inflammatory agerit,

-T2~
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8.

@

A kit comprising:

a first pharmaceutical composition comprising a compound of a.ny one of

Clalms 1 to 4 and a first pharmaceutically acceptable carrier; and

(b)

a second pharmaceutical composition comprising a steroidal anti- -

inflammatory agent and a second pharmaceutically acceptable carrier;

wherein the first and second pharmaceutical compositions are separate

9.

. pharmaceutical compositions.

A method of treatmg a pulmonary disorder, the method compnsmg

adrmmstenng to a patient in need of treatment a therapeutxcally effecnve amount of a

" 10.

,compOund of any one of Claims 1 to 4.

A mcthod of treating chronic obstructive pulmonary disease or asthma the '

method comprising admlmstenng to a patient a therapcutlcally effecnve amount of a

compound of any one of Claims 1 to 4.

11

A method of producing bronchodilation in a marnmal the method

comprising adm1mstenng to a mammal a bronchodllatlon—producmg amount of a

12.

B2 adrenergic receptor in a mammal, the method comprising administering to the mammal

) compound of any one of Claims 1 to 4.

A method of antagonizing a muscarinic receptor and agonizing a -

a compound of any one of Claims 1 to 4.

13.

A method of using a compo(md of aiiy one ‘of Claims 1 to 4- as a research

tool, the method comprising conductmg a b1ologlcal assay usmg a compound of any one of
Clalms 1 to 4.

14. A method of evaluating a test compound in a biological assay, the method
comprising: _
(a) - conducting a biological assay with a test compound to provide a first assay

value;
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() conducting the biological assay with a_comﬁod.nd of any one of Claims 1 to -
“4dto provide a second assay value; wherein step (a) is conducted either before, after or -

" concurrently with step (b); and

(©) compartng the first assay value from 'step (a) with the second assay value
from step (b). '
15. - The method of Claim 14, wherein the biological assay is a r;‘iixscariﬁc ‘

receptbr»_binding assay or a 3; adrenergic receptor biridin_g dssay.

16. The method of Claim 14, wherein the biologicél assayisa

“bronchoprotection assay in a mammal.

17. A process of preparing the compound of Claim 1, the process c_ofnprisixig

debrotecting a compound of formula _6_ ‘

| o g | . OH
o 2 S
’ 1
-.ﬁ-/u\“-” S D

w_hérein P'isa hydroxyl-iarotécting group, to provide a compouhd of formula I

T4
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18. A process of preparing the compound of Claim 1, the process compri.sing
deprotecting a compound of formula 6a: ‘ _ ‘ '
OH

| 0 N 4 N~ ~H
o /\/u\ i © R® " |
~ o N TN ~sil

: /”\ ‘ | H L R “R®

N~ O ' ' . o

10 - : , . : :
- whérein Ra, R’ and R® are indépendently selected from C;4 élkyl, phenyl, -Cia
o alkyl-(phenyl), or one of R'%, R'® _and‘R“’ is'.—Om(CQ alkyl)i to provide a compound of
formula 1. ' ' . .
15 19, A process of pfeparing the compound of Claim 1, the process .compfising:
() reacting a compound of formula 4: _ o o
R? chL |

30 - whetein P! is a hydroxyl-protecting group, in the presence of a reducing agent to provide a

~ compound of formula 6:

=75
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| (b) - deprotecting the compound of formula 6 to provide a cbmpbund of

A. formula 1.

- 20. | A process of preparing a pharmaceufically a'cceptable salt of the coinpound
of Clalm 1, the process compnsmg contactmg a compound of formu]a Iin free base form

w1th a pharmaceuttcally acceptable acid..

21..  Anintermediate for preparing a compound of any one of Claims 1 to 4,

wherein the intermediate is a compound of formula III:

wherem | -
Y! is selected from —CHO CN, -CHzOH -CH(OR:’“)ORM’ C(O)OH -C(O)OR”
bromo and 1odo where R*® and R* are selected mdependently from C1.6 alkyl, or R3a and
o R are joined to form Cz ¢ alkylene; R3c is selectcd from Ci.g alkyl; .
‘ R is methyl or ethyl
R?is methyl or ethyl;

or a salt or stereoisomer thereof.

- T6--
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22, The compound of Claim 21, wherein R and Ri are methyl. o
23..  The compound of Claim 21, wherein Y' is—CHO.

24, The compound of Claim 21, wherein Y' is —-CHO; and R! énd R? are
methyl. . '

25. A compound of Claim 4, wherein the cbmpéund is biphenyl-2-ylcarbamic
10 acid 1-[2-(4- {[(R)-2-(3 -formylamino-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxyethylamino}methyl} -
, 2,5-dimethylphenyl-carbamoyl)e_thyl]piperidin-4-y1'ester L-tartaric acid salt. .

26. A compound of any one of Claims 1 to 4 for use in therapy.

15 . A27; _ Useofa c‘ombound of any one of Claims_l to 4 for the manhfat:tt_u‘e ofa

medicament for treating a pulmonary disorder.
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Mayo 7, 2002, escrito en ingles y espafiol.)

CALIFORNIA RECONOCIMIENTO PARA TODOS L.OS FINES

.ESTADO DE CALIFORNIA o
CONDADO de San Mateo } S.S. )

En Mayo 7, 2002 | ante mi, Joyce Cohen, Notario Publico, (Noﬁ;bre y Cargo del

Funcionario (p.ej. "Jane Doe, Notario Publico"), comparecié personalmente

Jeffrey A. Hagenah, (Nombre(s) de el (los) firmante(s)),

x a quien{es) conozco personalmente o

quien presentd pruebas basadas en evidencia suficiente quien

(en blanco)

es {son) la{s) persona(s} cuyofs) nombre(é}}r estafn) suscrito(s)
en el instrumento adjunto y reconocic (erer} ante mi que_

/J, élfelias) suscribioteren} el mismo en su
: autorizado{s) y que por su¢s) firmags) sobre > ’ R N._.,-.-‘:_-:_:.-,;-;_;_i;;_.:_::.;,_.. '
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-personafs} o la entidad a nombre de quien lafs} personas)
actua¢m) suscribioferen} el instrumento.
DA FE mi firma y sello oficial.
Firma: (Firmado) Joyce Cohen
Firma del Notario Puablico,
(Sello a Tinta: Joyce Cohen, Comision # 1223928, NOTARIO PUBLICO -
CALIFORNIA, Condado de San Mateo, mi comisién vence Junio 11, 2003).

Estampe el Sello Oficial Arriba

OPCIONAL

Aunque la informacién a continuacién no se requiere por ley, puede ser valiosa
para quienes se basen en el documento y podrian evitar que fraudulentamente
se desprendan y se vuelvan a adjuntar otros documentos a este formulario.
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TRADUCTOR ¢
UMIVERGIAD NACICHR AL

en blanco SINDICO

enblanco | CUSTODIO

en blanco OTRO: (EN BLANCO)

HUELLA DACTILAR DEL
EL FIRMANTE REPRESENTA: PULGAR DERECHO DEL

FIRMANTE

THERAVANCE INC.

. Parte Superior del Pulgar Aqui
(Sello Redondo en Relieve)

1997 Asociacion Nacional de Notarios 9350 De Soto Ave, P.O. Box 2402,

Chatsworth, CA 91313-2402 Prod. No. 5907 Pedido: Liamar a Linea Gratuita 1-
800-876-6827.

3. Actuando en calidad de Notario Publico, Estadoc de California

Estado de California

(Sello Pre-Impreso)

SECRETARIO DE ESTADO
APOSTILLA
(Convencion de La Haya de Octubre 5 1961)
1. Pais: Estados Unidos de America

Este documento publico

2. Ha sido firmado por Joyce Cohen

4. Lieva el sello/estampilla de Joyce Cohen, Notario Puf
California
CERTIFICADO
5. En Sacramento, California Sl s ' '
***** P fo Fisty .'
3
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6. El 6 de Junio del 2002

7. Por el Sub-Secretario de Estado, Estado de California
8. No. 125836

9. Sello/Estamplilia

(Sello de Oblea del Estado de California, Sello a tinta del Secretario de Estado)
(Sello Redondo a Tinta del Secretano de Estado)
10.  Firma (Firmado)

Bill Jones

Secretario de Estado

Por (Firmado) CWasley D
NP-24 A (Rev 1-96) 0sp 99 21639

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA de la cual se deja copia en I0s archivos

de esta oficina para su confrontacion y a la cual me remito.

Bogota, Agosto 8 de 2002.
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SECRETARY OF STATE

_ APOSTILLE

Iw (Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
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Clarke, Modet & Co.

COLOMBIA
E-MAIL: clarkemodet@clarkemodet.com.co
SANTAFE DE BOGOTA, A.A. 92397

PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) caracter de representante(s) legales de

una sociedad organizada y exislente de acuerdo con las leyes de
y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilic en

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial
a favor de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula
de Ciudadania No. 41.654.882 de Bogold, y tp. 20824 vy
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREL, con Cédula de
Ciudadania No. 40017.374 de Tunja, y ip. 36448, con
domicilio en  Santa Fé de Bogotd, Colombia, para que
actuando en su orden en nombre del (de la) otorgante le
{la) represenien ante cualquier enfidad, auteoridad y/o
persona, especialmente ante las del orden Administrativo,
Contencioso  Administrativo,  Judicial, Tribunales de
Arbilramenio y/o cuclquier ofro en lo referente a los
siguientes asuntos:

1) Solicitar, framitar, obtener y/o registrar cualquiera de las
modalidades de Propiedad Industrial, tales como: patentes
de invencion, modelos de ulilidad; disefos industriales.
vanedades vegetales; marcas, lemas, nombres y ensefias
comerciales y denominaciones de origen; asi como sus
renovaciones,  promogas, fransferencias, cambios de
nombre yfo domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de
auler, en cualquiera de sus presentaciones asi como ia
proteccién de secretos indusinales y know-how.

3} Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar regisiros sanitarios,
permisos y/o licencias de funcionamiento; asi como sus
renovaciones o prorogas, transferencias, cambios de
nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicion, observacion, reclamos,

reconsideracion, reposicién, apelacidén, cancelacién
adminisfrafiva o judicial. nulidad, proteccion  al
consumidor, concesidén de licencias, proteccién de
secretos  industrioles y demds acciones y recursos

relacionados con derechos derivados de los asunios arriba
indicados v en contra de la competencia desleal,
acciones derivadas de la obtencién o explolacion de
licencias, acciones de indemnizaciéon de perjuicios.
Tambien podrda(n) intervenir en juicios civiles, comerciales,
penales, contencioso-administrativos, tutelas vy de policia:
en accicnes o juicios promovides por el (la) mandante o
en contra el {ellg) .

5) Registrar nombres de dominio ante
competente.

6} En el ejercicio de este mandato los mandatarios arriba
mencionados quedan facultados para: congciliar, cancelar,
fransigir, comprometer en darbitros, desistir, recibir y tomar
posesion de la cosa objeto de litigio y renunciar o desistir
o derechos concedidos o en curso de concesion, admitir
los hechos del proceso.

7) Ratificar o no ta agencia oficiosa.

8) Asi mismo facullo (facultamos] a los mencionados
apoderados para recibir  nolificaciones vy designar
apoderados  judiciales o exirgjudiciaoles, sustituir el
presente poder y revocar las sustitucio-nes que hicieren.

lo  entidad

Dado vy fimado en
dios de
'? y.‘_‘(;-,

Jf.? r‘*t] v, 3\;(; ;3'.:3

alos

S
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POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned
THERAVANCE inc

legal representative(s) of
an organization existing under the laws of the State of Delaware.

and in present execution of its business activity, domiciled at 901
Gateway Boulevard, South San Francisce, California 94080,
United States of America

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA
RODRIGUEZ D'ALEMAN, idenlification card No. 41.654.882
of Bogotd, and tp. 20824 and CLAUDIA LUCIA CARC
RAMIREZ, tp. 36448, identification card No. 40.017.374 of
Tunja, residing in Santa Fé de Bogotd, Colombia, to act in
the order of their appointment in behalf of grantor before
any enfity, authority and/or natural or juridical person,
specially before 1ihose Administrative,  Administrotive-
Contentious, judicial, arbitration courls, and/or any other, in
all matters concerning the following:

1} To apply, process, obtain andfor regisier any of the
modalities of Industrial Property, suoch as: Patents of
Invention, Utility Models; Desings. plant varieties; Marks,
Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, exlensions, assignments,
changes of name and/or domicile, agreemenis and
licenses.

2) To apply. process, obiain and/or register copyrights of
any kind as well as prolection of industrial secrels or know-
how.

3) To apply. process, obtain and/or register sonitary
registrations, operating authorizations andfor licenses; as
well as their renewals or extentions, assignments, changes
of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To biing actions of opposition, observations, claims,
reconsideration, appea! 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- menfioned matters and
against the unfair competition, actions resulting from the
obiention or exploitation of licenses, recovering damages
aclions. They can olso intervene or participate in Civil,
Commerciat, Criminal or Contentious-Administrative Trials;
the actions for writ mandamus, police actions; in actions,
lawsuits or litigafions instituted by the grantor or against him.
5) To regisier domain names before the competent entity,

6) To the effect of this mondate the above-named proxy
are empowered {o. conciliote, cancel, sellle, submi! to
arbitration, withdraw and to receive and jake possession of

f

the litigation related objet and waive or repglnge the rights
granted or in process af grom‘mg, agp ghiacts of the
case.

7} To raiy

8) | (welisg Tarneys with
powersho; adte judicial

and ex{& wbf Atlorney
and to .

Granigg ifco,

cf_-
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COMPUESTOS DE DIALQUILFENILO CON ACTIVIDAD AGONISTA DEL

RECEPTOR B, ADRENERGICO Y ANTAGONISTA DEL RECEPTOR

MUSCARINICO | |
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion

7 ‘La presente invencién se refiere a novedosos compuestos de
_dialquilfenilo con actividad agonista del receptor B, adrenérgico'y antagonista
,dél receptor muscarinico. Eéta‘ invencion también se relaci'ona con

composiciones farmacéuticas que comprenden dichos compuestos, con

procesos y con intermediarios para preparar dichos compuestos y con métodos -

*para usar dichos compuestos, por ejemplo, para tfatér afecciones pulmonares.
~ Estado de la técnica . | |
L-os'tra:stornos pulmohares, como por ejemplo.asma y enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (COPD), se tratan cominmente * con
broncodilatadores. Un tipo de broncodilatador que se utiliza para tl;atar
trastornos pulmonares consiste en los agonistas del receptor B, adrenérgico

(adrenoceptor), como por ejemplo albuterol, formoterol y salmeterol. Dichos

compuestos en general se administran por inhalacion. Otro tipo de

broncodilatadores consiste en los antagonistas del receptor muscarinico

(compuestos anticolinérgicos), como por ejemplo ipratropio y tiotropio. Dichos

compuestos tipicamente también se administran por inhalacion.
El uso de composiciones farmacéuticas que contienen una combinacién

de un agonista del receptor B, adrenérgico y un aritagonista del receptor

muscarinico es conocido en el arte en el tratamiento de trastornos pulmonares.-

'Por ejemplo, la Patente de los EE.UU. No. 6.433.027, otorgada el 13 de Agosto
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de’ 2002, revela compaosiciones de medlcamentos que contlenen un

antagonlsta del receptor muscarlmco como por ejemplo bromuro-de tlotroplo y
un agonista deI receptor . adrenerglco como por ejempio fumarato de

formoterol.

Ademas, los compuestos con actividad tanto agonista del receptor B2

“adrenérgico como actividad antagonista del ‘receptor muscarinico son

conocidos en el arte. Por ejemplo, la Patente de los EE.UU. No. 7.141 671
ctorgada el 28 de Nowembre de 2006 revela compuestos de blfenllo con
actividad tanto agonista del receptor B2 adrenerglco como actividad antagonista
del receptor rnuscarinico. Los cbmpuestos que poseen tanto actividad égoniéta

del receptor B2 adrenerglco como actividad antagonlsta del. receptoif

muscarinico son  muy deseables porque dichos compuestos proveen

broncodilatacion a través de dos modos de accién mdependlentes a Ia vez gue
tienen una farmacocmettca molecular unica.

Cuando se tratan trastornos pulmonares, es particularmente util

. suministrar agentes terapeuticos que tengan una prolongada duracién de
-accion, es decir, una duracion de por lo menos aproximadamente 24 horas,
fcuando se administran por inhalacion, de tal manera que los pacientes solo

‘necesnen adm|n|strar el agente terapeutlco una vez al dia o menos No todos

los compuestos de doble aCC|on revelados antenormente en el arte poseen
esta propiedad deseable.

Por lo tanto, existe la necesidad de tener novedosos compuesto‘s con

actividad tanto agonista del receptor B2 adrenerglco como actmdad antagomsta

‘ del receptor muscarlnlco que posean una prolongada duracnon de accioén

cuando se admlnlstran a un paciente por mhalamon

9%



_RESUMEN DE LA INVENCION

-La presente invencion- proporciona n'ove.do'sos “compuestos de

dialquilfenilc con actividad tanto agonista del receptor {32 adrenérgico como
ac‘:tividad.antag.bnista 'del receptor muscarinico. Se ha descubierto que, entre
otras propiedades; un compuesto de la presente invencion posee una
prolongada duraciéon de accion, es decir, una duracién de por lo menos

aproximadamente 24 horas, cuando ‘se administra a un mamifero por

inhalacion. Por lo tanto, se espera que los compuestos de-la presente

invencion sean utiles y ventajosos como agentes terapéuticos para tratar
trastornos pulmonares
Por lo tanto, en uno de sus aspectos como composncuon la presente

invencion se reflere aun compuesto de formula (M

-donde

R es metllo 0 etilo; Rz es metllo o] etlio ouna sal o soivato 0
esteremsomero del mismo aceptable para uso farmaceutlco ‘

Enun aspecto en partlcular dela presente |nvenC|on el compuesto de’

formula l esun compuesto de formula I:

17



donde R'y R? son segun se definid aqui (incluyendo cualquier forma de

realizacién especifica o preferida); o una sal o solvato del>'mi_smo‘ aceptable

para uso farmacéutico. |

En otro de sus aspectos como composmlon la presente mvenmon se
" refiere a una composncnon farmacéutica que comprende un veh:culo aceptable
~ para uso farmacéutico y un compuesto de férmula |. . - |

Si se desea, los compuestos de la presente invencion se pueden

administrar en combinacion con otros agentes terapéﬁticos, com-o.por ejemplo
un .agente antiinflamatorio esteroide. Por lo tanto, en .otro 'de sus aspectos
~como composicion, la presente invencidn se refiere a una composicién
-farmacéutica' que comprende (a) un compuesto de férmﬁla [;'y (b) un segundo
agente térapéutico. En aun otro de sus aspectos como composicién, la
' presént_e invencion se refiere a una composicidn farmacéutica qu'e comprende
(a) un compuesto de formula l; (b) un segundo agente terapéutico; yl'(c) un
" vehiculo aceptable para uso farmacéutico.
En aln otro de sus aspectos como composicion, la presenté invencion

‘'se refiere a una combinacion de agentes terapéuticos, donde dicha
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~ combinacion cornprende (a) un compuesto de formula |, y (b) ur)' segUndo_

agente terapéutico. En otro de sus aspectos como composicion, la presente

invencion se refiere a una combinacion de composiciones fafmacéuticas,

" donde '.'dicha' combinacién comprende  (a) una prnmera composmon

farmacéutica que comprende un compuesto de formula t y un primer VehICU|0

aceptable para uso farmacéutico; y {(b) una segunda composicién farmacéUtiCa

que comprende un segundo agente terapéutico y un segundo vehiculo

aceptable para uso farmaceutico. La presente invencion también se refiere a

un conJunto de elementos que contienen dichas composmlones farmaceutlcas

- Los’ compuestos de la presente invencion. poseen tanto actividad

'agonista. del receptor 32 adrenérgico como actividad antagonista del receptor

muscarinico. Por lo tanto, se espera que los compuestos de formula | sean

utiles como agentes terapeuticos para tratar trastornos pulmonares, como por

ejemplo asma y enfermedad pulmecnar obstructlva cronica.

Por lo tanto, en uno de sus aspectos como metodo la’ presente

' ihvencmn-se refiere a un método para tratar un trastorno pulmonar, donde

dicho método comprende administrar a un paciente que necesita ,tratémiento

- una cantidad efectiva para uso terapéutico de un compUesto de férmula I. La

“presente invencion también se refiere a un_método para tratar la enfermedad

pulmonar obstructiva cronica o asma, donde dicho metodo comprende

administrar-a un paciente una céntidad efectiva para uso terapéutico de un

‘compuesto de formula- I. Ademas, en otro de sus aspectos como método, |

presente invencion se refiere a un método para producir broncodilatacién'en'un

mamlfero donde dlcho metodo comprende adm|n|strar a un mamifero una

cantidad que produce broncodtlatamon de un compuesto de féormula |

19



_presente |nvenC|on también se refiere a un método para causar un efecto
antagomsta sobre un receptor muscarinico y causar un efecto agomsta sobre
“un receptor B, adrenérgico en un mamifero, donde’ dlcho metodo comprende
admlnlstrar al mamifero un compuesto de formula .-

Como los compuestos de la presente invencion pqééen tanto actividad
.. agonistal del receptor B, adrenérgico como actividad ‘antago'nista_'den' receptor
musparinico, dichos combueStos también son Utiles como herramientas de
investigacion. Por lo tanto, en aun otro de sus aspectos como meétodo, la

presente invencic')n se refiere a un?métod'o para usar un compuesto'de férmula

_ I como una herramlenta para la investigacion, donde dIChO meétodo comprende -

,.reahzar un ensayo blologlco usando un Compuesto de formula l.
Los compuestos de la presente invencion también se pueden utlllzar

para ,ev_aluar nuevos compuestos quimices. Por lo tan‘to,L en otro de sus

aspectos como método, la presente invencion se refiere a un” método para’

-evaluar un compuesto de prueba en un ensayo biologico, donde dicho método

compre'nde': (a) realizar un ensayo biolégico'cqn un compuesto de_prueba.bara
dar un prirﬁer valor del ensayo; (b) realizar él enséyo biologico con un
compuesto de formula | para dar un segundo vralor del ensayo; donde pasb (a)
| se lleva a cabo ya sea antes, después o en forma concurrente con el paéo (b);
y (c) comparar el primer valor del ensayo que se obtuvo en el paso- (a) cOn}'eI
segundo valor del ensayo que sé obtuvo en eI paso (b) | |

La presente invencién tamb|en se refiere a procesos e |ntermed|ar|os
_ noyedosos Gtiles para preparar compuestos de férmula-l. Por lo tanto,'en otro

‘de sus aspectos como método, la presente invencién se refiere a un proceso

para preparar un compuesto de férmula‘l, donde dicho proceso comprende

/OO



'desproteger un compuesto de férmula 6 (segun se defmlo aqw) para dar un

compuesto de formula l.

En otro de sus aspectos como método, la- presente invencion se r‘efiere

a un proceso para preparar un compuesto de férmula |, donde ‘dicho proceso

" comprende: (a) hacer reaccionar un compuesto de formula 4 con un

compuesto de formula 5 en presencia' de un agente reductor p_ara"dar'un
compuesto de formula 6; y (b) desproteger el compuesto de formula 6 para dar

un compuesto de formula|; donde los compuestos 4, 5 y 6 son segun se

- definid aqui.'

“En una forma de realizacidon en particular de la presente invencion, los

combue_sfos de formula | se prepafan'desprbtegiendo un -aompuesto de

‘férmula.g, donde el grupo protector de hidroxilo es un .grUpo ”sifilo. ‘F’or lo tanto,

en aun otro de sus aspéctc}s_ como método, la. presente invencion se refiere a

un proceso para preparar un compuesto de férmula |, donde dicho proceso

' comprende desprotegek un compuesto de féfmula_g:

donde R?, Rb y RC se sefeccqonan |ndepend|entemente entre Aiquno Cia,

fenilo, -alqun CM-(fenllo) ounde R™, R”’ y R' es -O- (alquuo Ci 4); para dar un

' compuesto de formula I.

ro/



En otras formas de realizacion, los procesos qué sé describen aqui-
ad_eméé'comprendeh el paso de formar una sa! de un compuéstd de _f()rmula I
aceptable.para uso farmaceéutico. En otras forhas de realizacién, \Ia_present.e
invencién se refiere a los otros procesos que se'descr_iben aqui; y al prodﬁcto '»
-.q'ue se prepara mediaﬁte cualquiera de los procesos qué se de'sériben aqui. -

| En una forma de realizacion en particu'la‘r, [a presente invencion se

refiere a un compuesto de férmula Il

N

ouna sal o estereois()mevrg de los mismos,-donde Y'se _se,l’eCciona entre
-CHO, -CN, -CH,0OH, -CH(OR**)OR™, -C{O)OH, -C(O)CR3°, bromo y yodo,

' _donde R¥yR® §e seleccionan independientemente entre élqﬁilb Cis 0 R®y
R® estan unidos para formar un éfquilenb Cas, R se selecciona entre alquilo
th.sl; y Rfy R? son ségun se definié aqui (incluyendo cualquier fd_rrha de
realizacion e's‘pecif‘ica o preferida), donde dichos compue'stos son utiles como

intermediarios para preparar compuestos de formula |. En una forma de
réalizaci()n en particulér de Ia férmula'lll, R’ y R? son metilo. En otra forma de
realizacién en particular de la farmula I, Y’ es.-CHO._ En adan otra forma dé .
realizacion an particular de la formula {ll, R y R? son metilo y Y es -CHO.

La.presente invencion también se refiere al uso de un compuesto de

02



formula | para'terapia. Ademas, |a invenciéri se refiere al uso de un c'ompuesto

-de formula I para la fabrlcacmn de un medlcamento para tratar un trastornol

pulmonar y al uso de un compuesto de formula | como herramlenta para la
rnvestrgacron Aqui se revelan otros: aspectos y formas de realrzacron de la

presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En uno de sus aspectos como composicion, la presente lnvenC|on se

refiere a ‘novedosos compuestos de formula |. Los compuestos _de form‘u|a !

contienen urio 0 mas centros quirales y por o tanto, a no ser que se indique

.otra cosa, la presente invencién se refiere a mezclas racém'icaS'
,"estereoisémeros puros (es decrr enantiomeros o drasteromeros) mezclas
. -enriquecidas con esterecisémeros, etcétera. Aquellos entrenados en la tecnlca

.comprenderan que cuando en la presente documentacion se repreSenta o

nombra un estereocisémero en particular, a menos que se indique lo contrario,

en las composiciones de esta invencion pueden haber cantidades menores de

otros: estereoisdmeros, teniendo en cuenta 'que la utilidad de la composicién.

-~ como un todo no se vea alterada por la. presencra de drchos otros |someros

En partlcular Ios compuestos de formula | Contlenen un centro qwral en

eI atomo de carbono lndlcado por el S|mbolo en la siguiente formula parcial:

“En una forma de realizacién en particular de la presente invencion, el

3
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atomo de carbono identificado por el simbolo *_tiené I'aconfiguracié;n (R). En
‘esta forma de realizacion, los compuestos de formula | tienen la configurabic’:h
7(R) en eI: atomo de carbono ide_ntificado por el simbolo * o estan enriquecidos
en una forma estereoisomeérica con la configuracion (R) en dicho 'atomo de
_carbono. | _
~Los compuestos de formula | también contienen varios grupos basicos
‘.(por éjemplo, grupbs amino), y por consiguiente, los compuesto's de formula |
pueden, existir camo bases Iibres 0 en varias forma_s de sal. Todas éstas
formas estan incluidas dentro del alcance de esta i.nvenc‘iéh._‘ Ademas, se
incluyen solvatos de los compuestos de férmula |, o sales de éstos, en el
“alcance de esta invencion. |

Por lo tanto, aquellos con experlenma en el arte reconoceran que aqU| a
no ser que se indique otra cosa, la referencia a un compuesto, por ejemplo, Ia
referencia a un compuesto de férmufa | 0 compuesto 6, incluye referenC|a a las

sales y esteremsomeros y solvatos de dicho compuesto

o LI

~ Ademads, segun se usa aqui, las formas en singular “un” “una”, a” y “el”

incluyen las correspondientes formas en plural a no ser que el contexto del uso -

_ |nd|que claramente otra cosa.
La nomenclatura que se utiliza aqUI para nombrar los compuestos de la
pfesente invencion y sus intermediarios se ha' derivado en general usando el

software AutoNom que se puede obtener comercialmenfe (MDL, San Leandro,

* California). Tipicamente, los compuestos de formula | se han nombrado como

derivados éster piperidin-4-ilico de acido bifenil-2-ilcarbamico.

Realizaciones representativas

Los siguientes sustituyentes y ' valores proporcionan - ejemplos

10y
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representativos de varios aspectos y realizaciones de esta invencion. Estos

_valores representativos definen e ilustran adicionalmente_: _dichbs- y

realizaciones, y no pretenden excluir otras realizaciones -0 limitar el alcance de

esta invencion. Respecto de esto, se prefiere la representacién de un valor o

- sustituyente particular que no excluya de modo alguno otros valores o

-sustituyentes de esta invencion, a menos que se lo indique” en forma

. especifica.

En una forma de realizacion, R es metilo y R?' es metilo. |
En otra forma de realizacion, R' es etilo‘y R’ es etiio.

En otra forma de realizacion, R' es metilo y R?es etilo.

En otra forma de réalizacién R' esetiloy R?es metilo

-Por lo- tanto, en uno de sus aspectos como compOS|C|on Ia presente

_mvenmon se reflere a compuestos de férmula 1 que se Se!ecmonan entre;

éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3- formllammo 4- hldrOX|fen|I) 2 h|dr0><|eti!am|no]'

metil}-2 5-dimetllfemlcarbamorl)et:l]plperldln-4f|l.'co gl ac.-do blfeml-2-
ilcarbamico (compuesto lla); | |

éster.  1-[2- (4 {[(R)- 2 (3- formllamlno 4- hldrOX|fen|I) 2 hldrox:etllammo]

metll} -2 5 d|et|ifennlcarbam01I)etll]plperldln-4 ilico del- aC|do b|fen|l 2- |Icarbam|co.

(compues_to IIb); ‘
éster 1-[2- (4 -{[(R)-2-(3-formilamino-4- hldrOX|fen|1) 2-hidroxieti|arﬁino]
| metiI}-2-metii-5-etlifemlcarbamoﬂ)etil]pipéridin-4-ilico del acido bifenil-2-

- ilcarbamico (compuesto lic);

éster . _ 1-[2-(4 {[(R) 2-(3- formllammo 4- hldrOX|fen|I) -2-

' hldrOX|etlIam|no]met|I} 2-etil- 5 metllfennlcarbamoﬂ)etll]plperldln-4 ilico del aC|do

bifenil-2-ilcarbamico (compuesto lld);

0™



o una sal de los mismos. aceptable para uso farrnaceutlco

Def|n|c:|ones
- Cuando se describen los compuestos Iasbompiosiciories los métodos y
los procesos de esta invencion, los sngu1entes términos tienen los S|gn|f|cados
que se mdncan a contmuamon a menos que se indique lo contrano

El término *“alquilo” hace referencia 'a un grupo hldrocarburo

"monovalente saturado que puede ser Imeal 0 ramuﬂcado Salvo que se defina
lo contrano dichos grupos alquilo contnenen tlplcamente entre 1 y 10 atomos
de carbono Los grupos alquilo representatlvos mcluyen a modo de ejemplo
metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, |sobut|‘,lo, ter-butilo, n-

pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo n-nonilo, n-decilo y similares. .

Cuando se menmona una cantudad especmca de atomos de carbono -

para un.término pamcular en la presente documentacnon se andlca la cantidad

: de atomos de carbono antes del término. Por ejemplo, el término “alquilo C4.3"

significa un grupo alqwlo conentre 1y 3 atomos de carbono donde los atomos

de carbono estan en cualqwer configuracién aceptable desde el punto de wsta |

qunmlco. | ‘ _
: El término "alquilieno hace referencua aun grupo hldrocarburo divalente
.saturado que puede ser lineal 0 ramlflcado A menos que se Ios deﬂna de otro
modo, dichos grupos alquneno tlplcamente contienen entre 1y 10 atomos de
carbono. Los grupos alquileno r‘epresentatAivos incluyen, a modo. de ejemplo,
metileno, etan-1,2-dii_|o (“eti!end”), propan—1,2-dii|o; propan—1u,3-diilo>, butan-1,4-
diilo, pentan-1,5-diilo y similares. | ‘
“El término “grupo. prbtectc_)r de amino” hace referencia a un grupo

protector adecuado para evitar reacciones indeseadas en un grupo amino. Los

/Oé
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grupos protectores de amino representativos incluyen, sin limitaciones, ter-

_butoxicarbonilo - (BOC), tritilo - (Tr), . benciloxicarbonilo (Cbz),' 9-

'_fluore"nilmetoxicarbonilo (Fmoc), bencilo, -formilo, trimétilsililo {TMS), ter-

but|Id|metlIS|Illo (TBS) y similares.

El termmo grupo protector de carboxﬂo hace referenma a. un grupo -

3 protector adecuado para evitar reaccnones lndeseada:. en un grupo carboxﬂo
Los grupos protectores de carboxno representatlvos mcluyen sm hmltamones
ésteres, tales como metilo, etilo, ter-butilo, bencﬂo (Bn), p-metoxmencuo (PMB),
‘9-fluroeni|meti|o - (Fm), ‘trir'netilsililc-) (TMS), - ter-bu'tild'imetilsililo ‘(TBS),
" difenilmetilo (benzhidrilo, DPM) y similares. | | "

“A no ser que se indique ofra 'Cosa,--el tér‘m‘inok “cdmbuesto de la

invencion” o “compuesto de formula I" o “compuesto de férmula [I” segun se

usa aqui significa el(los) compuesto( ) especificado(s) o uné sal o solvato o

estereoisémero de Ios mismos que son aceptables para uso farmaceutlco
El términc “halo” hace referencia a fluoro, cloro, bromo e yodo.

'EI término '“grupo protector de hidroxilo" hace referendia a un'grupo

- protector aproplado para prevenir reacc:ones mdeseables en un grupo,

hidroxilo. Los grupos protectores de h|droxuo representatlvos mcluyen sin

limitaciones, grupos sm!o incluyendo grupos trl(C1 6)anU|I)S|I|Io como por

- ejemplo . trimetilsililo (TMS), trietilsillo (TES), ter-butildimetilsililo (TBS)r y
"'l*semejantés; ésteres (grupos acilo) - incluyendo gri.npbs) C1-6alcanoilo, ’t’ales
como formilo, acetilo y semejantes; grupos arilmetito, tales como bencilo (Bn),

p-metoxibencild (PMB), 9-fluorenilmetilo (Fm), difenilmetilo (benzhidrilo, DPM) y

similares. Ademas, pueden protegerse también dos grupos_hidroxilo como un.

| ‘grupo alquilideno, como por ejemplo prop-2-ilidina, 'fo’rmado; por ejemplo, a

(07
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. través de una reaccion con una cetona, como por ejemplo acetona.
El término “grupo saliente” hace referencia a un grupo funcional o un

atomo que puede ser deSpIazado por otro. grupo funmonal 0 atomo en una

- reaccion de sushtucnon COmMo por ejemplo una reaccion de sustltumon_

nucleoflhca A modo de ejemplo, los grupos salientes representatlvos mcluyen
: _-pero sin hmutarse un grupos cloro, bromo e yodo grupos del éster sulfomco
tales como mesilato, tosilato, brosilato, nosnato y semejantes y grupos
' acuoxﬂo tales como acetoxilo, trlfluoroacetoxuo y S|m|lares |

| " Cuando el término “‘diametro’ de la media de masa” o MMD ‘se. utuhza
- con referenma a particulas 5|gn|f|ca un diametro tal que la mitad de la masa de
las part|culas esta contenida en particulas de mayor diametro y la m|tad,esta
~ contenida en parﬁculas de menor diametro. " ‘

El término “micronizada” o “en forma micronizada” significa particulas en

las cuales por lo menos aproximadamente un 90 por ciento de las particulas

tiene un diametro menor. de aproximadamente 10pym a no ser que se indique

.otra cosa.

El término “o una 'sal,- un solvato 0 un esteremsomero ‘del mismo

aceptable para el uso farmaceutlco como por eJempIo se lo. ut|Ilza en ia-

" presente, ) incluye todas Ilas permutamones de sales, solvatos 'y

‘estereoisémeros, como por ejemplo un solvato de uné sal 'acéptable p_ara el
uso farr'nac'é‘utico de un estereois'ém_e'ro de un compuesto dev'f()rmula 1. |

El término “sal aceptable para el uso f_armacé‘utico_" hace referencia a

una sal que es aCeptabIe para administrar a un paciente, como por ejempld un

~mamifero (por ejemplo, sales que presentan una sequridad aceptable en un

régimen de dosificacion para ' mamiferos). Las sales representativas aceptables

/0y
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para el uso farmacéutico incluyen sales de acido acético, ascérbico,

bencensulfénico, benzoico, alcanforsulfonico, _c'itrico, etansulfinico, edisilico,

fumarico, gentisico, glucénico, glucurénico, glutamico, hipurico, brombidrico,
Clorhidrico, isetionico, l4ctico, lactobionico, maleico, malico, mandélico,
_metanSquénico, mucico, naftalensulfénico, naftalen-1,5-disulfénico, naftalen-
2,6-disulfénico, -nicotinico, nit-r.ico‘, orotico, pamoico, pa‘htcténico,".foéfériqo,'

* succinico, sulfurico, tartarico, p-toluensulfénico, xinafoico y similares. -

. El'término “derivados protegidos de los mismbs_'f si‘gn’i'ﬁ,ca‘_ un’derivado

.del compuesto que se especifica donde_‘undo"més grupos funcionales del -

- compuesto estan protegidos o bloqueados para impedir que sufran reacciones

no deseadas con un grupo protector o blogueante. Los grupos funcionales que

pueden protegerse incluyen, a modo de ejemplo, grupos -carboxi, grupos

~ amino, grupos hidroxilo, grupos tiol, grupos carbonilo y similares. Aquellos con
una experiencia normal - en el arte conocen bien los. grupos protectores
apropiados para dichos grupos funcionales, segun se puede ver por ejemplo en

‘las descripciones en T. W. Greene y G. M. Wuts, Protecting Groupé in Ofgahic

Sintesis, tercera edicion, Wiley, New York; 1999, y las referencias que 'se' citan

“alli.
~ El término “sal del mismo” hace referencia a un- compuesto. formado
cuando se reemplaza el hidrogeno de- un. &cido pof un catién,  como: por -

ejemplo un cation metalico o un cation. organico, y similares. En la presente

invencién, el cation tipicamente comprende una forma protonada’ de un
compuesto de formula |, es decir donde uno o mas grupos amino han sido

protonados por un acido. Preferiblemente, la sal es una sal aceptable para el

“uso farmaceutico, aungue no se requiere esto para las sales de los
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compuestos intermediarios que no estan dirigidos a la administracién a
pacientes.
El término. “solvato” hace referencia a un complejo o un agregado

formado por una 0 mMas moleculas de un soluto es decnr un compuesto de

- férmula l o una sal del mismo aceptable para el uso farmaceutlco y una o mas-

':mo!eculas-de un solvente. Dichos solvatos son tipicamente 'solj_dos,cnstallnos

con una relacion molar de soluto y solvente sustanciaimente fija - Algunos

solventes representativos son, a modo de ejemplo agua metanol etanol,

,|sopropanol acndo acético y similares. Cuando el solvente es. agua eI solvatov

formado es un hidrato.

El término-“cantidad eficaz para terapia” significa ‘Uné cantidad suficiente

para efectuar un tratamiento cuando se administra a un: paciente que necesite
- tratamiento.
El término “tratar” o ‘“tratamiento”, como se lo usa en la presente

docurnentacion, hace referencia a tratar o al tratamiento de una enfermedad o

_una condicic’m médica (como por ejemplo la COPD o asma)'en un- paciente, |

*.cOMo por ejemplo un mam|fero (particularmente un humano) que incluye:
(a) prevenlr Ia -ocurrencia de la enfermedad o la COndICIOI"l medlca es
‘ de_cnr, el tratamiento profilactico de un pauente,

(b) hejorar la' enfermedad o la condicion m'é'd:ica, es d_éc_:ir, eliminér'o
céursar la regresion de la enferrhédad ola éondiciéh médica en un
paciente; |

(c') | Suprirﬁir la enfermedad d la condicion médica, es decir, | hacer
mas lento o detener el desarrollo de la enfermedéd ola cbndicﬁioln

medica en un paciente; 0
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(d) aliviar los sintomas de la enfermedad o |d cond|C|on med|ca en un
| » pamente |
deos los otros términos que se utilizan aqui se dan con la intencion de
que tengan sus Significados_\h(l)rmales segin lo entienden aquellos con una

‘experiencia normal en el arte que les concierne.

. Procedimientos Generales de Sintesis .

Los compuestos de Ia presente invencion se puaden preparar a partlr de

materias pnmas que se pueden obtener facilmente: usando Ios sngmentes

metqdos y procedlmlentos generales o usando otra mformamon que aquellos

con una experiencia normal en el arte pueden obtener facilmente o conocen.

Aunque los siguientes procedumlentos pueden |Iustrar una forma de reahzamon

e aspecto en particular de la presente |nven0|on aquellos con expenenma enel

arte reconoceran que se pueden preparar otras formas de realizacion o
- aspectos de la presente invencion usando el mismo método o métodos
similares o usando otros métodos, reactivos y materias primas que conocen

aquellos con experiencia en el arte. También se apreciara que se dan donde

condiciones de proceso tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de

‘reaccién, tiempos, proporciones molares de reactivos, solventes, presiones,

etc.), a'ho ser que se especifique otra cosa también se pueden utilizar otras

condiciones .de proceso. Aunque las condiciones de reaccion oOptimas

tipicamente. vériarén dépendiendo de diveréos parémetfos de re.acci()n' como
por ejemplo los reactivos, solventes y cantldades que se usen, aquellos con
-_”una experiencia normal en el ar’te pueden determinar facﬂmente IaS
condiciones - de reaccion apropladas usando procedlmlentos rutlnanos de

s opt|m;zaC|on.
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Ademas, como sera evidente para aquellos entrenados en la técnica,
‘pueden ser necesarios grupos protectores convencionales para evitar que
determinados grupos funcionales sufran reacciones indeseadas. La seleccion

de un grupo protector apropiado para un grupo funcional en particular asi como

las condiciones y reactivos apropiados para la proteccion y desproteccién de

dichos grupos funcionales son bien conocidos, en el arte. Si se desea, se

pueden utilizar grupos protectores diferentes de aquellos que se ilustran en los |

procedimientos que se describen aqui.
- En una forma de realizacion, los compuestos de formula | se sintetizan

'seguin se ilustra en el Esquema I:

/)
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_ Esguem-al :

‘Compuesto de férmula | -

dbnde P! es un grupo protector de hidroxilo; y 'R?’a_y R%® s_'e‘_‘selec'(:ipnan

independientemente entre alguilo C1.5, 0 R*® y.R® estan unidos para formar un
| e alqu . ‘ p

" alquileno Czs.
Segun se muestra en el Esquema |, el compuesto 1 se puede hacer

reaccionar con entre aproximadamente 0,95 y aproximadamente 1',05

73
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equrvalentes moiares del compuesto 2 2 para dar el compuesto 3. Esta reaccion
de Mlchael se IIeva a cabo tipicamente a una temperatura que varia dentro del
rango entre aprox|madamente-O°C y aprOX|madamente,75°C, tlplcamente entre
aproximadamente  40°C | y aproximadaménte 45°C, dufa‘nte" éhtre
aproximadamente 8 "y aproximadamente 24 horas o hasta comrpletar

sustanmalmente Ia reacmon En general esta reaccion se lleva a cabo en un

_dlluyente aproplado como por ejemplo d|clorometano 0. mezclas de'.

diclorometano y metanol o etanol, -etcétera. Al completar_ la’ reaccion, el

" producto tipicame"nte se aisla usando procedimientos convencionales, como

por eJempIo extraCC!on recristalizacion, cromatografia etCétera Como_ i

alternativa, la mezcla de reaccion que contlene el compuesto 3 se puede

: ,.utnllzar dlrectamente en el prommo paso de la smteS|s

Luego, el compuesto 3 se hace reaccionar con ac:|do acuoso para

| h:drohzar el grupo acetal y dar el compuesto aldeh|do 4. En esta-reaccion se

~ puede emplear cualquier acido apropiado incluyendo, a modo de ejemplo,
“acido clorhidrico, acido sulfrico, acido metansullfc'mico, acido p-tOIuensquénicd,
etcétera. La reaccién de hidrolisis se lleva a cabo tipicamente a -una
temperatura que “v'aria dentro del fangb entre ap'roximadamente 0°C y
'aproximadamente 30°C, ‘ tip'icamente‘ 'en_tre aproximadamenté 20°C y
'aproximadamente'25°(;','durante entre aproximadamente 1 'y‘ aproximadamente
6. horas o hasta com‘p!etar sustancialmente la reaccion.- En | general, esta
| 'reacciéri se lleva a cabo en un diluyente aprbbiado cofno por ejemplo }néta.noi'
_etanol, isopropanol, dlclorometano/etanol acetonitrilo, etcetera Al completar la
vreacmon, el product,o vtlplcam_ente se alsla usando procednmlentos

convencionales, como por ejemploextraccion, recristahzacién, cromatografla,_
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' etcetera

Luego se hace reaccionar el compuesto 4 con entre aproxmadamente

: 095 y aprox1madamente 1,5 equivalentes, molares del compuesto 5 en

presencia de un agente reductor para dar el compuesto 6. En esta reaccién se

puede utilizar cualquier apropiada agente reductor incluyendo, como

-ilustracion, un reactivo hidruro de metal,” como por ejemploc borohidruro de

sodio, triacetoxiborohidruro de sodio,: cianoborohidruro de sodio, etcétera,‘o

hidrogeno y un metal catailzador como por ejemplo paladio sobre carbono,

‘etcetera Esta reacciéon de alquilacion reductlva se lleva a cabo tnplcamente a

una temperatura que varia dentro del rango entre aproxnmadamente -20°C y

aprommadamente 30°C, tlplcamente entre aprommadamente O°C y

h aproxmadamente 5°C, durante entre aproxumadamente 1y aprommadamente
.6 horas o hasta completar sustancnalmente la . reaccmn En general esta

: 'reacmon se IIeva a cabo en un dlluyente apropiado y un solvente protlco como

por _ejemplo diclorocetano y metanol, etcétera. ‘Al completar la . reaccion, el

producto tipi‘camente se aisla usando procedimientos convencionales, como

_por ejemplo extraccién, recristalizacion, cromatografla etcetera

Luego se desprotege el compuesto 6 para dar un compuesto de formula

l. Las condiciones en particular que se utilizan para desproteger el compuesto

6 dependeran del grupo protector que se emplee Por ejemplo cuando p’ es
un grupo protector sililo (es decir, un compuesto de formu!a 6a segun se
deflmo ‘aqui), como por ejemplo ter—butlldlmetllsmlo ter-bunldlfemlsmlo,» |

difenilmetilsililo,  di-ter-butilmetilsililo, ter-butomdtfenllsnhlo etcéteraf' esta"

reaccion de desproteccion se lleva a cabo tlplcamente pomendo en contacto el

compuesto 6a con una fuente de ion’ fluoruro. En una forma de realizacién eni



|

22

‘particular, la fuente dé ion fluoruro es trifluorhidratc de trietil_ar'niria.' Otras

fuentes apropiadas .de ion fluoruro incluyen fluoruro de te'trébutilamonio,

'fluvoru‘ro de botasio con 1.8-cor.ona‘-6, flubr,ur(') de hidrégeno, fluorhidrato de

-piridina, etcétera. Esta reaccion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura

que varia dentro del rango entre aproximadamente 0°C y apfoximadarhénte

"~ 50°C, tipicamente entre 'aproximadamente 10°C y aproximadamente 25°C,
‘durante entre aproximadamente 24 y aproximadamente 72 horas o hastal
completar sustancialmente la reaccion. En‘ >general, ‘esta reaccion: se lleva a ‘
~cabo en un diluyente' éﬁropiadb' como por ejerﬁplo dicloroetan‘o et:cétéra Al

completar Ia reaccion, el producto tlplcamente se aisla usando procedlmlentos

convencmnales como por eJemplo extraccion, recnstallzacmn cromatograﬂa
etcetera

El compuesto 1 es conoc:do en el, arte 0 se puede preparar a partlr de

: materlas primas y reactlvos que se pueden obtener comermalmente usando

proced:mlentos conocidos. Vease por, ejemplo la Sohcntud de Patente de los

‘ EE:UU. Publicacién No. U.S. 2004/0167167 Aly R. Naito et al., Chem. Pharm;

Buﬂ 46(8)'1286—1'294 (1998). A modo de ejemplo, el compuesto 1 se puede
preparar segun se |Iustra en el Esquema II '

Esquema ll uema

. -P2‘
"N=C=0. '~ 8 "

I~
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Segun se muestra en el Esquema’ II se hace reacc:onar blfeml 2- "

usomanato (_) con una 4 hndrox1p|per|d|na con el N protegldo 8, donde P2 es un

' grupo protector de amino como- por ejamplo un bencﬂo,- para dar el

intermediario carbamato_9. Esta-reaccion se lleva a'ca_ba tiijaménfe.a_una
fe‘mpefafura que varia dentro del rango entre aproximadamente 20°C y
aproximadamente 100°C, tipicamente entre aprc>ximadafﬁenté 60°C y
,_aproximadamente 80°C, durante entre aproximadamente By aproximadamente

24 horas o hasta completar sustanmalmente la reaccuon SI se desea esta

reacmon se puede realizar en un dlluyente aproplado como por ejemplo'

dlclorometano tolueno etcétera. Como alternatlva esta reaccion. se puede :

reahzar en ausencna de un dlluyente AI completar la reaCCIon el producto 9
tlplcamente se alsla usando pracedimientos convencionales, como por ejemplo
extraccion, lre__cristalizacién, cromatografia, etcétera. Como - altev'rrjativa, la
: 'meZCIa de reaccién que contiene el compL_'J,e-sto g se uti‘liza direatamente en el
proximo paso de la sintesis. | '
L‘uego se-elimina el grupo protector de amino, ‘PZ, del compuesto 9
usando procedimient@s convencionales para dar el compuesto 1. Por ejemplo,

cuando P? es un grupo bencilo, el compuesto 9 se puede'desprbteger usando

‘hidrogeno o formiato.de amonio, en presencia de un catalizador, comd por

» eje:mplo lj_n catalizador de paladio'. Loes catal.izadores"qu_e sifveh_com_o ejeh‘n_plo
incluyen; como ilustracion, paladio sobre Carbonb, hidréxidd’da paladio sobre
ca.r.bon'o‘, etcétera. Es_ta_ reaccion se lleva a cabo tipicamenté a una temperatura
que varia dentro del rango éntre aproximadanﬁ_enté 20°C y apro)_(imagamenté
50°C fipicamente aproximadamente 40°C, durante entre _apro_kirhada"rhe,_nta 6y

aproximadamente 24 horas o hasta completar sustancialmenté la reaccion. En
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general, eété _re:'ac'cic')n.‘ se lleva a cabo.e'n un diluyente abfopiadﬁ, como pof

ejemplo metanol etanol, isopropanol, etcétera. Al completar 1a reacuon eI
compuesto 1 tlplcamente se alsla usando procedlmtentos convencronafes
como por ejemplo extraccion, recnstahzamon, cromatografia, ‘etcetera.

Los compuestos de féormula 2 son conocidas en el arte o se puedeh
preparar a partir de materias primas vy reactivos que se pueden obtener
- comercialmente usando procedimientos conomdos Como |Iustrac1on Ios
compuestos Ade formula 2 se pueden preparar segun se muestra en el

Esquemalll: . -

Esquema lli

CHO

3b
O-R o—R® - \/U\Xz
PSa N ? - 2
ilj_.,,, R’ 13 AN L1 15

: Segun se muestra en el Eéquema- I, primero, un'_com_p-uesto_anilina de
formula 1g donde X' es bromo o yodo, se protege env el g_rupd amino para dar
un 'compuesto de bf(’)rmuIaA 11, donde P* es un grupo protector de.arhinb y p3°
- Aes hldrogeno O un grupo protector de amino.. Se puede utlllzar cualquner grupo ,

protector de ammo apropiado, como por ejemplo bencno . 4- metoxnbencﬂo



tnﬂuoroacetrlo etcetera Por ejemplo se puede hacer reaccionar un compuesto

-de formula 10 con aproximadamente 2 o mas equwa|entes molares
preferiblemente entre aproxnmadamente. 25 vy --aproxnmadamente 30
-equwalentes molares de un halogenuro de benCIIo como por ejemplo cloruro
' bromuro 0 yoduro de bencilo, para dar el compuesto 11 donde Psa y P so
ambos bencnlo Esta reaccion se lleva a cabo t|p|camente a una temperatura
gue varia dentro deI rango entre aproxmadamente 0°C y aproximadamente
50°C, tipicamente aproximadamente 30°C, durante entre aproximadamente 18
-‘y 'aproximadam‘ente'zkl horaa o hasta cdmpletar sustancialmente la reaccién.
En general, esta reak_:cién se lleva a ,ca'bo_ en un diluyente apropiado,_camo por
| ‘ejemplo’ metanol, etanol, isq'propanolv, etcétera. Tipicamente, esta -reaccion
Vtarhbiéh- se lleva a caba en'présencia de una base aprdpia'da como por

'ejemplo carbonato de potasio, carbonato de SOle etcetera Al completar la

. _reaccmn, el compuesto 11 tipicamente se aisla usando procedlmlentos

convencionales, como por éjemplo extracmon, recnstahzamon,.cromatagrafla,
etcétera. | - » |

‘Los compuestos representativos de formula 10 que se pueden emplear
'en esta reaccnon mcluyen 2,5-dimetil-4- yodoamlma 2,5-dietil-4- yodoanllma 2-

et|I-4—yodo-5-met|Ianlllna, o 5-et|I-4-_yodo-2-metllanlllna, ' 4-bromo-2,5-

“dimetilanilina, 4-bromo-2,5-di_eti|ani|ina, 4-bromo-2-etil-5-metilanilina, 4-bromo-

5-etil-2-metilanilina, etcétera. Dichos compuestos - se pueden 'obtener
comercialm’enie (por ejemplo, de Spectra Group Limitéd' Inc., Milibury, OH) ‘
se pueden preparar a partlr de materias pnmas Y reactwos que se pueden
obtener comerc;almente usando procedlmlentos convenmonales o |

Lue_go, el compuesto k| se‘ pone en. c_ontacto c'on_"entre



"aprOX|madamente 1y aprox1madamente 2 equlvalentes molares. de un reactlvo‘

de alqun I|t|o como por ejemplo n-butil- I|t|o 0 ter—butll I|t|o para formar el

correspondlente anién donde se ha mtercamblado el grupo X’ por I|t|o Esta '

reaccion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura que varla dentro del _

'rango entre aproximadamente -70°C y aprOX|madamente 0°C, t|p|camente
: éproxnmad_amente -20°C, durante ‘entre aproxlmadamente ‘ 0,25‘ y
aproximadamente 1 hora o hasta _com_plefar'éustanciélmente la- reaccion. En
general, esta reaccion se lleva a cabo en un diluyente apropiédd', como por
éjemplo tolueno, xileno, tetrahidrofurano, etcétera. o

‘EI anion de litio que se obtiene como résultado nd se 'aisla 'éino que se

:hace reaccuonar In situ con un exceso molar de N, N-dlmetllformamlda para dar

-el compuesto 12 En general se ut|||zan entre aproxmadamente 2 y‘

aproxmadamente 4 equivalentes molares de NNd|met|Iformam|da Esta

reaccion se Ileva a cabo tipicamente a una temperatura que varia dentro- del

rango entre aprommadamente -70°C vy aproxmadamente 0°C tlplcamente,

entre’ aproxnmadamente -20°C vy aprOXImadamente O°C durante entre
_‘aproxmadamente 05 y- aproxmadamente 2" horas o hasta comp!etar
'sustanmalmente la reaccién. Al completar la reaccion, el compuesto 12
| tipicamente se ‘alsla usando procedimientos convenmonales, como por ejemplo
exfraccién, r'ecristalizacic')n,' cromatografia, etcétera. - ‘

Luegoﬁs‘e protege el grUpo aldehido del compuesto 12 comd un acetal

- hacrendo reaccionar el compuesto 12 con un alcohol o un d:ol en presenma de

un catalszador aado En esta reaccnon se puede utlllzar cualqwer alcohol o diol

propuado Por e)emplo los alcoholes y dloles- que snrven como, ejemplo

mcluyen metanol, etanol, npropanol etilenglicol, propllengllcol etcetera En:
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- general, en esta reacciéon se emplean un exceso molar del alcohol o diol,

preferib'lemente‘ventre aproximadamente 2 y aproximadamehte 4 equivalentes
molares | |
En esta reaccion se puede utilizar cualqu:er catallzador amdo aproplado
para facilitar la formamon del aceta! Los catahzadores acidos que sirven como
ejemplo. incluyen, a modo de ejemplo, acido p-toluensu’lfomco, acido
b'encerisulfénibo,,écido clorhidrico, etcétera. - ‘
| La 'reacci‘én se lleva a cabo tipicamente a una temperatura que Vvaria

dentro del rango enfre_aproximadamente 50°C vy aproximadamenté 100°C,

‘tipicamente entre aproximadémente 60°C vy aproximadémente 80°C, durante.
~entre aproximadamente 12 y. aproximadamente 24 horas o hasta completar
r. sustanmalmente la reaccion. En general, esta reaccion se Ileva a cabo en un
'dlluyente aproplado como por ejemplo tolueno xnleno etcetera Tlplcamente
“la reaccion se lleva a cabo de una manera que permite extraer el agua que se
préduce‘,,como por ejemplo por destilacion azeotr()plicap mediante e-lzusode |
tamices moleculares. Al complefar la reaccion, el Combuesfo _‘j}'tipica'ménte se

aisla usando procedimientos convencionales, como por ejemplo extraccion,

fecrfstalizacién cromatograﬁa etcetera Como alternativa, la mezcla de

reaccion que contiene el compuesto 13 se puede utlllzar dwectamente en el

proxlmo paso de la sintesis.
. Después de la formacidn del acetal, el grupo amino del compuesto 13

se desprotege usando reactivos y condiciones estandar para formar el

compuesto 14. Por ejemplo, si Py PP son grupos bencilo, el compuesto 13

se puede desproteger usando hidrégeno y un cata'lizador, como por ejemplo un .

catalizador de paladio. Los catalizadores que sirven come ejemplo incluyen, a



“modo de ejemplo paladio sobre carbono hidroxido de paladlo sobre carbono

-etcetera Esta reaccnon se lleva a cabo tlplcamente a una. temperatura que

varia dentro del rango entre aproxmadamente 20°C y aprOX|madamente 50°C,

'tlpicamente entre aprommadamente 25°C y aproxumadamente 30°C durante

‘entre aprox1madamente 4y aproxmadamente 12 horas o hasta completar

sustanmalmente la reaccion. En general, esta reaccion se Ileva a cabo en un
diluyente ap.ropiado,- como por ejemplo metanol, e’tanol, mezclas}etanol/,a_cetato
de etilo, etcetera. Al completar la 'réaccién, el compuesto ﬁ .tipicamente se
aisla usando procedimientos convencionales, como por ejemplo extracmon
recrlstallzamon cromatografia, etcétera.

Luego se hace reacmonar el compuesto 14 con un halogenuro de

acnloulo 15, donde X? es cloro, bromo o yodo, para formar el compuesto 2. Esta o

_reaccion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura gue varia dentro del

r_éngo entre aproximadamente -20°C y aprox}méd_anﬁehtel?S"C, tipicamente

entre ap’roximadamente 0°C Y aprOximadamenté 5°C, du'kante entre

»_aproxlmadamente 0, 5 y aproxmadamente 6 horas o hasta completar
- ‘'sustancialmente la reaccion. En general esta reaccion se lIeva a cabo en un
dlluyente aproplado como por ejemplo dlclorometano etcetera en. presencna

~ de una base aproplada como por ejemplo dnsoproplletnamma tnetﬂamma

etcétera. En general, en esta reaccion se utilizan entre aproximadamente 1 y

| 1,2 equivalentes molares del halogenuro de acriloilo y entre aproximadamente .
1y aproxmadamente 2 equuvalentes molares de Ia base.- Al completar la
_ hreacc:lon, el compuesto 2 tlplcamente se aisla usando procedlmlentos
_COnvéndionales, como por ejemplo ex’t‘raccli(')n, recristalizacic')n, cromatografia,

etcétera.

/82‘
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Los compuestos de férmula 5 son 'conocidas' en el arte o se pueden ‘

" preparar a ‘partir de materias primas y reactivos que se pueden obtener.

comerualmente usando procedimientos .conocidos. Como |IustraC|on los
compuestos de formula S se pueden preparar segun se muestra en eI

. Esquema IV:

Skegt-]ﬁ se ilustra en el Esquema IV los compueStos dé férmula' 5 se
pueden preparar a partir de compuestos de formula 16, donde P s un grupo
protector de hIdI‘OXI|O como por eJempIo bencﬂo y X3 es un grupo sallente
como por ejemplo cloro bromo o yodo. Los compuestos de formula 16 son

conocudas en el arte Por ejemplo la Patente de los EE. UU. No. 6 268.533 B1,

- otorgada ‘e 31 de Julio de 2001; y R. Hett et a| , Organic Process Research‘&

: vDeveIopment 1998, 2, 96-99, describen la preparacién de N-[2-benciloxi-5-((R)-

' '2—bromo-1-hidroxietil)fenil]férmamida (es decir, el enantidmero (R) del

compuesto 1_6 dondé p* es' bencilo 'y X° es bromo) a partir de 2-bromo—4’-‘

-~ benciloxi-3'-nitroacetofenona, cuya sintesis se describe en K. Murase et al.,

‘Chem. Pharm. Bul[., 25(6) 1368-1377 (1977). Si se desea, la foi'ma racémicé
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def compuesto 16 se puede preparar usando un agente reductor no qunral
- como por ejemplo complejo dlmetllsulfuro borano para reducnr la 2 bromo-4’-
’ibencﬂoxl 3 mtroacetofenona | |

Bl grupo hldroxno del compuesto 16 se protege usando procedlmlentos y

reactivos convenmonales para dar el compuesto 17, donde p' es un,grupo

protector de hldroxﬂo En una forma -de reallzacron en partlcular el grupo

-.protector de hidroxilo es un grupo protector silito, como por. ejemplo
'dlmetlllsopropllsmlo,.dletlllsopropllsmllo, dlmetllhexnsnhlo, ter—butlldlmetllsmlo,_ ter—
butildifenilsililo, difenilmetilsililo, etcétera. Por ejemplo, el comp'_uesto jﬁ-"'se
puede hacer reaeeionar coh entre aproximadamente 0,95 y‘aproxih‘ladamente

1,2 equivalentes molares de. cloruro de ter-butildimetilsililo en presencia de

entre aproximadamente 1,1 y aproximada_mente 1,3 equivalentes molares de

| imidazol para dar el compuesto 17 donde P’ es ter-butildimetilsililo. Esta
_reaccmn se Ileva a cabo tipicamente a-una temperatura que varia dentro del

- rango entre aproxmadamente 0°C y aproxnmadamente 50°C t|p|camente a

tempera_tura ambiente, durante entre aprQXImadamente 24y aproxnmadamente

48 horas o hasta- completar sustancialmente la reaccién. En‘general, esta

‘reaccion se lleva a cabo en un diluyente apropiado, como por ejemplo N,N-

dimetilformamida etcétera. Al’ completar la- reaccic’m el compuestd 17

'tlplcamente se aisla usando proced|m|entos Conven(:lonales como por eJempIo

extracmon cromatografla etcétera. A modo de ilustracion adicional, la sintesis

de N-{2 -benciloxi- 5 -[(R)-2-bromo-1- (ter-butlldlmet|IS|Iamon1)etll]feml}formamlda ,

se descrabe en el Ejemplo 2 de la Patente de los EE. UU Publicacion No. US'

2004/0248985 A1l publlcada el 9de D|C|embre de 2004.

' Luego se hace reaccionar el compuesto 17 con una bencil amina (es
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decir, Bn1-_NH'2) para dar'el c_dfnpuesto 18, donde Bn' es un grupo bencilo no |

sustituido o un grupo bencilo sustituido con entre 1 y 3 sustituyentes sobre el

anillo fenilico del grupo bencilo que se seleccionan independientemente entre
alquilo Cy4 o alcoxi Cq4. Las bencil aminas que sirVen como ‘ejemplc') incluyen,
bencilamina, . 3.4-dimetoxibencilamina, 4-metoxibencitamina,  4-

metllbencﬂamma etcétera. Esta reacmon se lleva a cabo tlplcamente ponlendo

en contacto el compuesto 17 con’ entre aproxumadamente 2 _y‘

~ aproximadamente 4 equivalentes molares de la bencil amin.a. a .una

- temperatufa que varia dentro del rango entre aproximadamente 40°C y

abroxima’d'amenté - 100°C, tipicamente entre aproximadamente 80°C .y
aproxifnadamente 90°C, durante entre aproximadamente 5y aproxihadamente
24 horés 0 hasta completar sustancialmente la reaccion. En ge_néral, esta
_reabcjén se lleva a cabo en un diluyente apropiado, como por ejemplo N-metil-

 2-pirrolidona (NMP), etcétera. Al c'cnhp‘letarv la reaccion, el compueéto 18

tipicamente se afsla usando procedrmientos convenCIonales como por ejemplo

extraccnon cromatografla recnstallzamon etcetera

La ellmrnamon del grupo bencilo, .Bn" Y P4 usando procedlmlentos y
‘reactivos convencionales da luego el compuesto 5. En una forma de
realizécién tanto Bn' como P* son grupos' bencilo que se eliminan en la misma
) mezcla de reaccion. Tipicamente, esta reaccion se lleva a cabo ponlendo en
contacto el compuesto § con hidrégeno en presencua de un catallzador como
por eJemp!o un catallzador de paladio. Los catalizadores que S|rven como

‘_AeJernplo incluyen hldroxudo de palad|o sobre carbono paladlo sobre carbono

etcétera. En general, esta reaCCIon de desbencuacron se IIeva a Cabo en

presencia- de un acido, como -por ejemplo ac:|do acético, acido formlco,
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etcétera. Esta rzaccidén se lleva a cabo tipicamente a una temperatura que
‘varia dentro del rango entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 50°C,

tipicamente a températura ambiente, durante ‘entre aproxinﬁadamente 6.y

aproximadamente 24 horas o hasta completar sustancialmente la réacci()n, En

general esta reaccién se lleva a cabo en un diluyente' aprbpiado como por .

Jemplo metanol, etanol, etcétera. Al completar la reacmon eI compuesto 5

_ tlplcamente se aisla usando procedimientos convenmonales como por ejemplo

-extraccwn cromatografla etcétera. En una forma de reahzamon en particular,

el-compuesto 5 se aisla como la sal con acido acetlco
Aquelios con una experiencia normal en eI arte reconoceran gue los

compuestos de formuia | también se pueden preparar ‘mediante otros

‘ procedimientos de sintesis. Por ejemplo, se puede cambiar el orden en
particular en que se realizan los pasos de sintesis o se pueden emplear

mtermedlarlos diferentes. Como |Iustra0|on los compuestos de férmula lll:

donde Y' es -CN, -C(O A)OH ) -C(O)OR3C se pueden reducw usando
procedlmlentos y reactivos convencionales para dar eI aldehido 4 (es decir,

donde Y' es -CHO). Ademas, dichos compuestos se pueden reducir al alcohol,

“es decir, donde Y' es 'QCH20H, 'y el alcohol se puede oxidar luego usando

procedimientos y reactivos estandar para dar el aldehido 4 (es decir, donde Y'
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es -CHO).

Si se desea, se pueden preparar sales .aceptables para uso

farmacéutico de los compuestos de férmula'| poniendo en contacto la forma de
base libre de un compuesto de férmula | con un acido aceptable-para uso’

- farmacéutico.

' Detall'es adicionales 'con respecto a condiciones de reaccic’)n especiﬂcas

Ly otros procedlmtentos para preparar compuestos representatlvos de esta
“invencion o |ntermed|ar|os de los mismos se descnben en los: Ejemplos que se

. presentan mas adelante.

Composm‘lones combmamones y formulaCIOnes farmaceutlcas

Los compuestos de esta |nven0|on se administran tipicamente a un

paciente bajo la forma de una composicién o formulacién farmacéutica. Dichas

_composiciones farmacéuticas pueden administrarse aI' paciente por cualquier

ruta de administracion aceptable, incluyendo, sin limitaciones, los modos de

administracién por inhalacién, oral, nasal, tépico (que incluye transdermico) y

.parenteral Se comprendera que podra usarse cualqwer forma de un
compuesto de esta mvenmon (es deC|r base Ilbre sal. aceptable para eI uso ‘
.farmacéutiCO, solvato, etcetera) gue sea apropiada para un ‘modo de

administracién particular, en las composiciones farmacéuticas, segan. se

d_esc_ribe en la'presente documentacién

Por Io tanto, en uno de sus aspectos como composmon la presente

invencion se. refiere a una composicion farmaceutlca que comprende un
vehlculo 0 excipiente aceptable para uso farmaceéutico y un compuesto de
formula |. Opcionalmente, si se desea, dichas composiciones farmacéuticas

‘pueden contener otros agentes terapéuticos y/o de formulacién.

/23
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn tipicamente

contienen una cantidad efectiva para uso terapéutico de un compuesto de

“formula 1. Sin embargo, aquellos con experiencia en el arte reconoceran que
una composicion farmaceutica puede contener mas de Uha cantida.d efectiya :
. Apal;a uso .terap_éutico, es decir, composiciones. globales, b menos de‘ una
Wcantidad efectiva‘ para LJso ‘terapéutico es decir, unida’des de dosificacién'

'|nd|vaduales d|senadas para adm1n|stra(:|on multiple para consegunr una

cantldad efectlva para uso terapeutlco
Tipicamente,  Ia composicion  farmacéutica ) cbntendré entre

aprommadamente o, 01 y aproxmadamente 95 por C|ento en peso del agente

i ,terapeutlco mciuyendo entre aproxmadamente 0, 01 y aproxmadamente 30

por ciento en peso; como por ejemplo entre aproxnmadamente 0,01 vy
aproximadamente 10 por ciento en peso del agente terapéutico.

Puede usarse cualquier vehiculo o excipiente convencicnal en las

‘composiciones farmaceuticas de esta‘invencién. La seleccién de un vehiculo o
exmplente partlcular o de combinaciones de vehiculos o excipientes,

’dependera deI modo de admlnlstramon usado para tratar un pamente o del tipo

de trastorno medlco o estado de enfermedad partlcular. Respecto de esto, la

preparacion de una composmnon farmaceutlca adecuada para un. modo de

'admlnsstraCIOn particular esta dentro del alcance de Ios espemahstas en la

técnica farmacéu_tica.

Los vehiculos o excipientes usados en las composiciones. farmaceuticas

" .de esta invencién se pueden adquirir en el comercio. Por ejemplo, dichos

materiales se pueden adquirir en Sigma (St. Louis, MO). A modo'de'ilus.tracién

adicional, aquellos con una experiencia normal en el arte conocen bien las

12y
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tébnicaé d.e formulacjén convehcionales segun se puede ver por ejémplo en_ las
~ descripciones de Remingfon: The Science and Practice of Phé“rmacy, 208
‘ edicion, Lipbincott Williams &Whité Baltimore, Maryland (2000); y H.C. Ansel
et al., Pharmaceutfcal Dosage Forms and Drug Delivery Systems Ta ed:mon
i —Llppmcott Williams & White, Baltlmore Maryland (1999).

Los ejemplos representatwos de materiales que pueden servir como

VvehICU'|OS aceptables para-el uso farmaceutlco incluyen, sin IlmltaCIones los -

-S|gwenteS' (1) azucares, tales. como lactosa, glucosav y. sacarosa; (2)

almidones, tales como almidon de maiz y almldon de papa (3) ceIUIosa 'y sus

. ‘derivados, tales como carbOX|met|I celulosa de SOdIO et|I celulosa y acetato de

~ celulosa' (4) tragacanto en polv0' (5) malta; (6) gelatlna' (7) taICO' (8)
rl'exmplentes tales como manteca de cacao y ceras para supOS|tor|os (9)

aceites, tales como acelte de mani, aceite de semilla de algodon;acelte de

cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; .

(10) glicoles, ‘tales como propitengiicol; (11) polioles, tales como glicerina,

_éorbitoi, manitol y polietilenglicol; (12) ééteres, tales como oleato de etilo y

- _‘I‘auratlo de etilo; (13) agar; (14) agentes amortiguadores, tales como hidroxido

de magnesio e hidréxido de aluminio; (15) acido atgfnfc‘o,?_('16)‘ agua libre de
pirbgenos; -('1'7) solucién-salina isot()nica;‘(‘IS) soIQcic’;n de Ringér; (19) alcohol
. etilico; ('20).so|uciones' amortiguadoras de fosfato; (21) gases =propele‘ntes
-comprimidos, tales como clorofluorocarburos y qubrohidfocar‘bUr'os; y (22) otras
'-.vsustan'cias' no - toxicas compatibles . .empleadas. en composi'ciones

farmacéuticas. ' | |
Las compoAsicio'nes' farmacéuticas de esta invehcic’)n se preparan

tipicamente mezclando o combinando de forma exhaustiva e intima un

/29
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compuesto de la invencion con un vehiculo, aceptable para el uso farmaceutlco
y cualquner ingrediente opcional. Si resulta necesario o se Io desea luego

~ puede moldearse la mezcla uniformemente combinada resultante, o puede

cargérsela enft'abletas cépsu'las pildoras recipientes 'cartuchos doSi.ficadores,

’y semejantes usando procedlmlentos y equos convencionales.

En una reallzaCIon las composmones farmaceu'ucas de esta |nvenC|on

son apropladas para una admunlstramon por mhaIaCton Las -composmones
' farmaceutlcas adecuadas para adm:nlstrar por |nha1aC|on tlplcamente tomaran

la forma de un aerosol o un polvo. Dichas composiciones’ se adrnlnlstran

generalmente usando’ dispositivos de administracion bien conocidos, tales

._v"c;bmo un nebulizador dgé inhalécién,' un inhalador'de‘dosis‘m‘edidas (MDI), un
inhalador de polvo seco (DPI1) o-un dispositivo de administracion similar.

En una realizacion especifica de esta invencién, la“composicién

- farmaceutica que comprende el agente terapéutico se administra por’
“inhalacion usando un nebulizador de' inhalacién. . Dichos dispositivos

nebulizadores producen tipicamente una corriente de aire a alta velocidad que

- ‘hace que la composicion farmacéutica que comprende el agente terapéutico se

vaporice como una niebla que se lleva dentro del tracto respiratorio del

pacient'e.' Por lo tanto, cuando se formula para utilizar en 'un inhalador

nebulazador eI agente terapeuhco se dlsuelve t|p|camente en un veh|culo
aprop|ado para formar una solumon Como alterna'uva eI agente terapeuhco se

: puede micronizar 'y combinar con un vehiculo apropiado para formar una

suspensién de " particulas micronizadas. Los dispositivos nebulizadores

apropiados para administrar agentes . terapéuticos por inhalacion son bien

conocidas por aquellos con una experiencia normal en el arte o dichos
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dispositivos se pueden obtener comercialrhente Por ejemplo, los ‘dispositivos' 0
productos nebulizadores que sirven como eJempIo mcluyen el Inhalador

Respimat Softmist (Boehrlnger Ingelheim); el Sistema de Admmrstracron

'Pulmonar AERX (Aradlgm Corp.); el Nebulrzador Reutrllzable PARI LC Plus

T(Parr GmbH); etcetera

Una composicion farmaceutlca para utilizar en un mhalador nebuhzador

que sirve como ejemplo comprende -una solucron acuosa isotonica que

._c'ompré'n‘de entre.'apro‘ximadamenté 005.pg/m‘1 y aprOXimac:i-an‘“lenteﬁOmg/ml

de un compuesto de formula I. En una forma de realrzacron .una solucron con

.drchas caracteristicas: tiene un pH de entre aproxrmadamente 4y

. aproximadamente 6.

En. otra realizacion especific'a de esta invencion, la composicién
farmacéutica que comprende el agente terapéutico se administra por

inhalacion usando un inhalador de polvo seco. Dichos inhaladores de polvo

seco tipicamente administran el agente terapéutico como un polvo de flujo-libre
'que se drspersa en la corriente de aire que msprra el paciente. Para consegurr

,U” polvo que fluye Irbremente trprcamente el agente terapeutrco se formula con -

un excipiente apropiado como por ejemplo lactosa, almidc’m, manitol, dext_rosa1

acido poliléctico (PLA), co-glucslido de polilactida (PLGA) 0. combinacicnes de
| '_ 168 mismos'. Tipicamente‘ el agente terapéutico se microniza y cpmbina con Lm |
’ ,vehrculo aproplado para formar una mezcla aproplada para mhalacron Por Io
- rtanto en una forma de realrzacron de fa invencion, el compuesto de formula |

esta en forma mrcromzada

Uha composicion farmaceutrca para utilizar en un rnhalador de polvo

Seco que sirve como eJerano comprende Iactosa molida seca y partuculas

3
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micronizadas de un compueétd de férmula 1.

Dicha formuIaClon de polvo seco puede prepararse por eJemplo
'-combmando la lactosa con el agente terapeutico, y luego. mezclando los
-~ componentes en seco. Como alternativa, si se lo desea, puede formularse,el
'aéente terapéutico sm un exmplente Luego se carga tipicamente Ia

- compaosicion farmacéutica en un dlsposmvo de administracién de polvos secos

0 en-rempuentes o] capsulas de mhalac:on para usar con un dlsposmvo de _

'adm|n|straC|on de polvos secos

Los dISpOSItIVOS mhaladores para. admlnlstramon de polvo seco que son -

'apropuadqs para administrar agentes terapeutnqos por mhalacson,_sg)n blen
conocidos p'or _aquelloé con una éxperiénc;ia nofrh'al, en el arte o dichos
, di_spoéitivos se-pueden obtener comercialmente. Por ejemplo, los diépositivos 0
'broductos_ inhalé’dores para administraéi()n' de polvo: seco quev‘sirven éorno
' éj'emplo 'incluyeh Aeolizer (Novartis); Aifmax (IVAX); CIickHlaIer (Inno,v'a‘ta
- Biomed); Diskhaler (GIaxoSmithKIine); Diskus/AccuhaIer (GlaxoSmithKline);

Easyhalef {Orion Pharma); Eclipse (Aventis); FlowCaps (Hovione); Handihaler

__(Bbehringer Ingelheim); Pulvinal (Chiesi); Rotahaler (GlaxoSmithKIine)'

-_SkyéHa_Ier/Cerfihaler (SkyePharma); TW|stha|er (Schenng Plough) Turbuhaler
~-(AstraZeneca) Ultrahaler (Aventis); etcetera »

" En aun otra_ reallzamon especifica de esia inv‘ehcién, la combosicién
"farmacéiinca que comprehde el agente terapéutico se ~adh1inistra po’r
\ir_lhaléciéﬁ ‘u'sando un inhalador de dosis medidas. Dichqs inﬁalad'ores de dosis

- medida  tipicamente descarga una cantidad medida del agente terapeutico

usando un gas propelente comprimido. Por consiguiente, las composiciones

farmacéuticas’ administradas usando 'un inhalador de dosis medidas
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tipicamente c‘omprenden una solucion o suspenéién de' agenfe terap_éuticb en
un propelente  licuado. Puede. erhplearée' cualqu_ier}'.bropélénte‘.lyicuado
'épropi-ad‘o, -. incluyendo cIoroqudrocarbUrds,' tales‘ como - CCI3F',' y
fluorohidroalcanos (HFA), tales como 1,1,1,2;tetrafluoroetano (HFA 134é) y

1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano, (HFA 227). Debido a los peligros- que

representan los cloroflusrocarburos sobre la capa de ozono, en ‘general se -

‘prefieren las formulaciones que contienen HFA. Los componentes adicionales

de las formulaciones de HFA incluyen co-solventes, tales como ‘etanol o

pentano, y agentes tensioactivos, tales como trioleato de sorbitan, acido oleico,

~ lecitina y glicerina.

- Una composicién farmacéutica representativa para . utilizar en ‘un

vihhalador de dosis medida comprende entfe' aplfbx'imada‘mente 0,01%" y.

aproximadamente 5% en. peso de-un ‘compuesto de la formula I; entre

"'aproxir‘nadamen'te 0% 'y aproxi’ma_d'amente'Z:O% en pe_é_o de etanol; y éntre ‘

aproximadamente 0% y aproximadamente 5% en peso de tensfoa}ctivo; donde
el resto es un propelente de HFA.
Dichas composiciones tipicamente se preparan agregando un

- fluorohidroalcano enfriado o presurizado a un recipiente apropiado que

contiene el agente terapéutico, etanol .(si esta presente) y agente tensioactivo

‘(si eété presérﬁte).- Para preparar una suspension, el a‘gerité terapéhtico se
'micerniza“y‘ luego se cbm-bina‘con el propelente.‘L'uego se c'.a_r‘ga 'Ia»forrﬁulacién
en un recipiente metalico de aérosol, que forma una por'ciénl de un dispdsitivo
 inhalador de dosis medida. ' " L

" Los dispositivos inhaladofes de dosis medida gue son aprop_iédo_s para

.administrar agentes terapéuticos por inhalacion son bien conocidas . por -
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' aqueilos con una experiencia normal en el arte o dichd‘s,dispos_itivo_ss,e pueden
obtener comercialmente. Por ejemplo, los dispositivos o productos inhaladores

de dosis medida que sirven como ejemplo incluyen: Sistema Inhalador AeroBid

(Forest Pharmaceuticals); Aerosol para Inhalacion Atrovent. (Boehringer.

Ingelheim); Flovent (GlaxoSmithKline); Inhalador i\/laxair'(SM); Inhalador

_Proventil (Schering); -A'erosol para Inhalacidn Serevent (Glaxo.Smit_hKlvine);‘

‘etcetera. - .

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas de esta invencién

son adecuadas para administ’racic’)n oral. Las composiciones farmacéUtiCa‘s
.aprop|adas para adm|n|straC|on oral pueden tomar la forma de capsulas

' tabletas p||doras pastﬂlas sachets grageas polvos granulos 0 como una

solucién o una suspensmn en un |IQUIdO acuoso o no acuoso o como_

.emulsuones liquidas de aceite en agua 0 agua en acelte o como elixires o
'_ jarabes; y semejantes; donde cada uno contiene una cantldad predeter_mlnada
de un compuesto de Ia presente invehcién como ingrediente activo.

| Cuando se desee una administracién oral en una forma de dosmcacmn
sélida (es decir, como capsulas tabletas, pildoras y semejantes) la_s
composiciones-farmacéutlcas de esta inv'encién compr_enderan tnplcamente un
bo’m'p'uesto de la presente invéncion, como ingrediente acttivb,‘:y‘, uno 0 mas
_',v'ehi(.:ulos aceptables para el uso farmacéutico; tales como .citrato de sodio o
fosfato de dicalcio. Opcnonalmente 0 como alternatlva dlchas formas de
idosnflcaplon sohdas pueden comprender también: (1) rellenos: 0 extensores

tales como almidonas, lactosa, sacarosa, glucosa, mamtol'y/o;a.c;_ldoIS|||C|co,; (2)

aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa, alginatos,_ge'latiha,'polivi'nil '

pirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3) humectantes, tales como glicerol; (4)

13y
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agentes_desintegradores, tales como agar-agar,"carbonato de c‘:’aléio, ‘almidon
de papa o tapioca, Acido alginico, determinados silicatos, y/o carbonato de

sodio; (5) agentes que demoran la solubilizacion, taies‘Comd pafafina' (6)

‘aceleradores de la absorcmn tales.como compuestos de amonio’ cuaternano
(7) agentes humeotantes ‘tales como aIcohoI cetmco y/o monoestearato de

~ glicerol; (8) absorbentes, tales como cao!m y/o arcilla bentonita; (9) lubricantes,

tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilen'glicoles

: solldos lauril sulfato de sodio y/o mezclas de los ‘mismos; (10) agentes -

colorantes y (11) agentes amortlguadores

Tamb|en puede haber agentes de liberacion, agentes humectantes

"agentes de recubnmlento, edulcorantes, - agentes sab_onzantes. y aromas,

conservantes y antioxidantes preserites en las composiciones farmacéuticas de

.,."esta Jinvencion. Los ejemplos ‘de ahtioxidantes acébtablés "para el ‘ku_s'o
_farmacéutico' incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua; tales como acido
’ ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfato-dé sodio,
lsalfito de sodio y semejantes; (2) antioxidantes solubles en acei_fe, tales como
* palmitato de ascdrbilo, hidroxianisol butilado (BHA), ‘hidroxitolueno butilado
'(BHT) lecitina, galato de prapilo alfa-tocoferol y semejanteS' y (3) agentes
quelantes de meta|es tales como acndo C|tr|co ‘acido etllendlamlnotetraacet|co

 (EDTA), sorb|tol amdo tartanco acido fosfonco y semejantes Los -agentes de

recubrimiento para tabletas, capsulas, p||doras y semejantes lncluyen aquellos '

usados para recubrlmlentos enterlcos tales como ftalato de acetato de
E celulosa (CAP) ftalato de acetato de polivinilo (PVAP) ftalato de hldrOX|prop||
'_'metllcelulosa copollmeros del éster de acido metacrlhco trlmelltato de acetato

X de celulosa (CAT), carboximetllenlcelulosa (CMEC), succinato de acetato de
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hldrox|prop|l met|I celulosa (HPMCAS), y semejantes
© Si se lo desea, las composacnones farmaceutlcas de la presente
invencion también pueden formularse para obtener la IlberaC|on lenta o

controlada del ihgredient'e‘ activo qsando, a modo de ejemplo,' hidfoxipropil

metil celulosa en proporciones variables; u otras matrices de polimeros,

liposomas y/o microesferas.

Ademas, las composiciones fakmacéuticaS'de la presente invencion

-pueden contener opcionalmente agentes opacantes y pueden formularse de-

modo que liberen el |ngred|ente activo solamente 0 con preferencna en una
determlnada porcion del tracto gastrountestmal opmonalmente de una manera
demorada Los ejemplos de composiciones de embebldo que pueden usarse

mcluyen sustanmas pollmencas y ceras. El mgred|ente activo tamblen puede

estar en una forma mlcro encapsulada, sn resulta apropiado con uno o mas de B

los e_xmplentes descriptos previamente. »

Las formas de dosificacion ‘!iquidas para 'édministrécién oral
iri,cluyen', a modo de ilustracion, emu|sior'1esv, microemulsionés, soluciones,
sus:pensiones jarabes y elixires aceptables para el uso férmacéutico Dichas
formas de d05|f|c,aC|on I|qU|das comprenden tipicamente el mgredlente activo y
un dlluyente merte tal como, por eJempIo agua u otros solventes agentes

solublllzantes y emuls:onantes tales como alcohol etlllco alcohol |soprop|hco

"carbonato de etilo, acetato de ehlo, algohoi bencilico, benzoato de bencilo,
propile’nglicbl, 1’,3'-buti|én'glicol; aceites (especialmente aceite de 's_emilvla de

- algoddn, .mani, maiz, germen, oliva, castor y sésamO) gliceroi a{cohol_

.‘tetrahldrofunllco polletllenghcoles y ésteres de aCIdOS grasos de sorbltan Y

mezclas de los mismos. Las suspensmnes ademas del mgrednente actlvo
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pu'eden confener agentas dé suspensi()n‘ tales como, por 'ejempjlo alcoholes
|soestear|I|cos etoxnados pohometﬂen sorbitol y esteres de sorbltan celu!osa
:m|crocr|stallna metahndromdo de aluminio, bentonlta agar-agarytragacanto y
: mezclas de los mismos. | '

| Cuando se desea una administracion oral las éombosiCioneé

farmaceuticas de esta invencion se pueden envasar en una forma. de

dosn‘lcamon umtana El termmo “forma de dosnﬂcac&on unitaria” hace referencia -

va una unldad fisica- dlscreta adecuada para dosmcar a un paciente, es dec:lr
donde cada unidad contlene una cantidad predetermlnada de agente actlvo

calculada para producir el efecto terapéutico deseado, ya sea solo o en

"combinacion con una o0 mas unidades adicionales.'Por ejemplo, .dichas‘ formas '
de dosn‘:caaon umtana pueden ser capsulas, compnmldos p||doras y similares, ,
Los compuestos de esta invencion también pueden administrarse por

via transdermlca, usando sistemas de admlmstracnon transdermlca y.

excipi‘ente's conocidos. Por ejemplo, puede mezclarse un c_:_ompuésto de esta
invencion con potenciadores de la permeabilidad, tales como propilenglicol,
monoIaUrato de polietilenglicol, 'azaqicloalcan-Z-onas y semejantes, _.e
incorporarse  en un parche o un sistema lde administracion similar. Pueden
.usarse excipientes | ladicionales, incluyendo aglentesv gelatinizahtes,
~emulsionantes y 'amortiguadores, en dichas 'compOS,i_cjorjes,t(ansdérmicas, Si
se lo desea. a |

| Ademas, Ios compuestos de esta invencion se pueden admlmstrar por

‘V|a parenteral es. deC|r endovenosa ‘subcutanea o] |ntramuscular Para

: 'admlmstramon parenteral un compuesto de formula [ tlplcamente se disuelve :

en un vehiculo aceptable para administracion parenteral, como’ por ejemplo

3y
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agua estérill,r solucion sélina, aceite vegetal, efcétera. A,\}no"do iluétfatiyb, 'u,na
. composicion 'endovenosa tipicamente comprende una solucién abunsa.éstéfil
de un compuesto de fc’).rmula' l, en el cual la sol'uc'ién‘tiene un_pH"dentfo_ del
rango entre aproxnmadamente 4y aprox:madamente 7. |

Si se desea, los compuestos de la presente mvencnon se pueden se
pueden admlnlstrar en combmamon con UnNo O Mas agentes terapeuncos
diferentes. En esta forma de realizacion, -un compgesto— de la presente
invencion ya sea se mezcla fisicarnente con el otro agente tefapéutico para
| formar una Cdmpdsici()n que contiene ambos ag'entes;'o bien ‘cada agente‘esfé
presente en composmones separadas y distintas que se admlmstran al
'pamente snmultaneamente oen forma consecutlva : )

Por eJempIo se puede combinar un compuesto de formula 1 con un

_' segundo agente terapéutico usando procedlmlentos y equo convenmonales o

para formar una composuc;on que comprende un’ compuesto de formu!a 'y un

segundo agente terapeutnco. Ademas, los "agentes terapeuncos se pueden

' ‘cnmbinar con un vehiculo‘aceptable para uso farmac_éfutico .para_fo_rmér'una
compoéici()n farmacéutica que comprende un compuesto de fé'rmula' l,
segundo agente terapeuhco y un vehiculo aceptable para uso farmacéutico; En
esta forma de reahzamon los componentes de la composicidn tipicamente se
“mezclan para crear una mezcla fls_lca. Luego, la mezcla f|S|c;a se_admmlstra en
una cantidad efectiva para uso terapéntico uséndo"éua‘lquiéra de,las‘ru‘tas
descritas aqui.

L Como alternatlva los agentes térapéuticns ‘pueden'-pérrnénECel; por
separado 'y como sustanmas distintas antes de admlnlstrarlos aI pamente En

esta forma de realizacién, los ag_entes terapéuticos no-se mezclan fisicamente

/3p
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‘entre si antes de la administracién pero se administréin simultaneamente o en

forma consecutivda como composiciones por separado. Por ejemplo,. un

compuesto de formula |.se puede administrar por inhalacién simultdneamente -

o en forma consecutiva con otro agente terapéut‘ico”us‘éhdo. un diSpositivo de
administracion por inhalacién que ‘emplea compartimientos separados (por

| ejemplo enva‘ses de tipo blister) para cada agente terap’éuticd. Como

- alternativa, la combinacién se puede administrar u'sando} dispositivos de

administracion separados, es decir, un dispositivo de administracion para cada
agente terapéutico. Ademas, los agentes terapéuticos se pueden suministrar
por diferentes rutas de administracién, es decir, uno por inhalaciony el otro por

administracion oral.

En combinacion con dichos compuestos se puede utilizar cualquier.

ageAnt'ev terapéutico ,co_r'npativble con los qompuestbs de la pfeéenté in\'/_éncié‘n.
Eh una fdrrﬁav de realizéciér{ en particular, the segundo agente téf_apéutico es
uno que 'sefpuede'administr'ar efectivamente porjinhaf’écién. Como Ht_)strédéh,
los tipos de a’g’_entes. terapéuticos que se bUedén utilizar con Ioé bompueStOS de
la présenté invericibn que éir\ien como ejempio _ir)cluyéh; pero " no c‘om'o
‘Iimitacic')'h,' agéntes antiinflamatorios, ~como por ejemplo agl;e;nt’es
antiinflamatorios esteroides (incluyendo corticoesterl'ovides y glucocorti'coides),

agentes antiinflamatorios no.esteroidt_es (NSAIDs), e inhibidores de PDEy;

brohco'dilatadbres; 'Como por ejemplo inhib‘irdorés de PDEg,'- moduladores de .

. adenosina 2b y'agonistas del receptor' B2 adrenérgico; a’gentes‘ antiinfecciosos,

como pdr ejemplo antibidticos para Gram—pdsitivés,' antibioticos para Gram-,

nega'tiv_as," y agen'tr'es antivirales; antihistéminicos; inhi'blid_or'e's de prdteasa;

bloqu_ean_teé aferentes,' como porvej'emplo D> ‘agonistas y. mod‘ulédores de
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neuroquinina; Yy antagonlstas ‘del  receptor muscarinico (agentes
anticolinérgicos). Hay NUMErosos ejemplos de dichos dgentes terapeutlcos que

'son bien conocndos en el arte Las dosns apropiadas para los otros agentes

erapeuhcos que se adm|n|stran en combinacidon con un compuesto de la

»|nvenC|on estan tipicamente dentro del rango }entre aproxmgdamente 0,05
pg/dla y aprommadamente SOOmg/dla | | » _ |
| En una forma de realizacion-en partlcular de la presente mvenmon un
compuesto de formula | se adm|n|stra en- combinacion con un agente
. antiinflamétorio esteroide, Los ejemplos» representativos d'e. agentes

- antiinflamatorios esteroides que se pueden utilizar en combinacién con los

compuestos de la presente -invenciéon incluyen, ‘pero no como limitacién,

dipropionato de beclometasona; budesonide; butixocort como propionato; 20R-
1601 '(a-[butilidénobis(oxi)]-Sa,Qa-difluoro-1 1B-hidroxi-1 TB?(m_etiItio)androsta-4¥
en-3-ona (RPR¢106541); ciclesonide; dexametasona; éster S-fluorometilico del

"acido  6a,9a-difluoro-17a-{(2-furanilcarbonil)oxil-11@-hidroxi-16a-metil-3-

oxoahdrosta-1,4-dieno-1TB—carbdtioiCo; éster S-ﬂ_uorbmetilico del écido'Ga,Qd-._

 difluoro-1 1|3'-Ihi'droxi-16d—meti|¥17a-[(4-metil-1.,3—tiazo|-5-carbonil)oxi]’-3- '

' 'oxoandrc_)sta41,4v-dieno-‘1YB'-carb‘otioicb; éster (S)-(2-oxdtetrahidrofurah;SS-i_licq)
del ~acido éa,9u-difluoro—1 1 B-hid‘roxi-1 6a-metil-3-oxo-1 7a-propioni|o-xiahdrQ'st'a-
, 14die’no17B carbotioico; ﬂunisolidé' propionato de fluticasbna' metil

predmsolona furoato de mometasona; prednlsolona prednlsona roﬂeponlde

ST 126 truamcurlolona acetonida; etcétera, o sales de los m|smos aceptables
- para uso farmaceutlco Dichos agentes antunflamator!os esteroides se pueden
' '..obtener comermalmente o] se pueden preparar usando procedlmlentos y

' Vreactwos convenmonales Por ejemplo ‘la prepara_cnon y uso de agentes

s
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ant_iinflarriatdrios esteroides"se" describe en la Patente de Ios-lEE,UU.' No. .

6.750.210 B2, otorgada el 15 de Junio.dev2004; Paten_f_e de los . EE.UU. No.-

6.759.398 B2, 6toygada el 6 de Julio de 2004; Patente de los E'E.UU. No.

6.537.983, otoigada el 25 de Marzo de 2003; la Solicitud de Patente dé los
EE UU. Publicacién No. US 2002/0019378 A1 pubhcado el 14 de Febrero de

- -.2002 ylas referencnas que se citan alli. .

B Cuando se emplea, el agente antiinflamatorio esfé_r’oidése administra
tipicam'ente‘en'uné cantidad que produce un ’efe(:to terapéutico benéfico
cua’ndq’ se administra en conjunto con un compuesto de ia invencion.

' Tipicamente,' el agente. antiinflamatorio esteroide se administrara en _una

cantidad suficiente para obtener entre aproximadamente 0,05 pg y

- aproximadamente 500 pg por dosis.

© Los siguientes ejemplos ilustran ‘composiciones: farmacéuticas

representativas de la presente invencion:
Ejemplo A

Composicion de polvo seco

~Un compuesto micronizado de la invéncién (10'O'mg) cdn lactosa molida -

' (25 g) (por. ejemplo Iactosa donde no mas de aprox1madamente 85% de. las

g partlculas tienen una- MMD de entre aprommadamente 60 pm y -

| aproxmadamente 90 um y no menos del 15% de las partlculas t|enen una
MMD menor de 15 um). Luego se carga esta mezcla en blisters individuales de

un .paquete de tipo blister 'pela‘b|e en una cantidad suficiente como para

prcveér entre aproximadamente 10 g 'y aproximadamente 500 - pg delv

" compuesto- de la invencion por dosis. Los contenidos de los ' blisters  se

‘administran usando un-inhalador de polvo seco.

/)
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"Ejemplo B

Composicion de polvo seco

Se mezcla un compuesto micronizado de la invencion (1 g) con lactosa

mollda (200 9) para formar una compaosicién suelta con una proporcuon en peso
de forma de base Ilbre cristalina a lactosa mollda de 1:200. La composmon
mezclada se envasa dentro de un d|sposmvo para mhalacson de polvo seco
| ,‘capaz de sumlnlstrar entre aprommadamente 10 ugy aproxumadamente 500 pg
. del compuesto de la invencion por dosis.

| Ejemplo C

Composucuon de polvo seco -

Se mezclan un compuesto micronizado de la |nvenc:|on (100mg) y un

~-agente antunflamatorlo esteroide mlcromzado (500mg) con 'iactosa molida (30

). Luego se carga esta mezcla dentro de blisters individuales de ‘un-paquete

de tIpO bl|ster pelable en una cantldad suficiente como para proveer entre

_aproxmadamente 10 pg vy aprommadamente 500 pg del compuesto de la -

mvenmon por dosis. Los contenldos de los bllsters se adm|n|stran usando un
- mhalador de polvo seco. * e o

Ejemplo D

Composicion para mhalador de d05|s medida -

Se dispersa un-compuesto micronizado de la mvenci()n (1'01 g) en una
solucion que se prepara disolviendo Iecitina (0,2 g) en _agua 'desmineraliiada
(200 ml). La s_uspenéién'que se obtiene como resultado se seca por aspersion
y luago sé microniza para formar una compOSicién microniz.ada queicompr'ende
partic‘ula‘s'. con una medios .del-‘diametro. rhenor, de aproXimadame'nte 1‘.,5pm.

- Luego se carga la composicién micronizada dentro de cartuchos para inhalador

42,
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de dosis medida que contienen 1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado en’ una

cantidad "'suficiente como para proVeevr'entre aprinmadamehte 10 ug y

aproximadamente 500 ug del compuesto de. la.invencion por dosis cuando se

»adminjstra mediante el {inha_lador'de dosis medida.
Ejemplo E

Composncuon para nebullzador

Se disuelve un compuesto de la invencién (25mg) en solucion salina

' iéoténica de pH amortiguado aI citrato (pH_5) (125 ml)_. La 'mezcla se agita y
soniéa hasta que el compuesto se disuelve. El pH de la solucion se_co'ntr_c‘)l'a‘y
ajusta, de ser hecééarid, a pH 5 agregando lentamente hidroxido de sodio

acuoso 1N. La solucion se administra usando un dispositivo nebulizador que

'suministra entre aproxumadamente 10 pg y aproxumadamente 500 pg del

compuesto de la invencion por dosis.
| Ejemplo F
Capsulas de gelatma dura . : :
~ Se. mezclan intimamente un compuesto de la invencion (50 g) lactosa

secada por aspersion (440 gy estearato de magnesua (10 g) La' compoéicién

que se obtiene como resultado. se carga en una capsula de ge!atma dura

. (500mg de .composicion por capsula) que se.administra en forma oral.

Ejemplo G |

Suspensiéh oral

LOs. siguientes Vingredientes se mezclan intimamente para formar una
suspens,lon para adm|n|straC|on oral:

Ingredlentes : o ' Ca‘ntidad

Compuesto de la invencion ' - 1049

/93
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Acidq fumarico | 059
~ Cloruro de -sodio | R | | 209
Métil parabeno’ ‘ L 0,'159'_-
| Prop‘.il parabeno = | . 0059
Azicar gr'anu_iad'o.’ » I o 2'5,59 '
. Sorbitol (solucién al 70%) . 1285g.
'V»E‘EG.UM®K (siliéato de magniesio y aluminio) 1,0 g‘
Sabor - 0035ml
" Colorante . L | | . 05mg
Agua destilada ' . o ~ c.sp. 100 ml

La suspension qué se obtiene como resultado contiene” 100mg de'

ing'rédiente actin por. 10 ml de sUspensiQn. La suspensibn'se-administra en
forma oral.':‘ ; ‘ |
Ejemplo H
Composicién inyectablé

'Se mezcla un’ compuesto de  la invencion . (0,2 g) con solucion

amortlguadora de pH al acetato de sodio 0.4 M (20 mI) El pH de la: solumon‘ S

que ‘se obtlene como resultado se ajusta a pH 4. usando aC|do clorhldrlco
. acuoso 0,5 N o hldfOXIdO de sodio acuosc 0 5N, Segun sea necesarlo y luego

- se agrega suficiente agua para Jnyecuon como para dar.un volumen total de 20

ml. LUegd se filtra la mezcla a través de un filtro estéril (0,22 micron) paré dar

una solucién estéril apropiada para administrar por inyeccion. . -
Utilidad '

Los compuestos de Ia presente mvenc:lon poseen tanto actlwdad

'agonlsta del receptor B2 adrenerglco como actlwdad antagonlsta del receptor-
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- muscarinico y por lo tanto, se espera que dichos compuestos sean utiles como
' agentes terapeuhcos para tratar conducnones medlcas medladas por, receptores'
B2 adrenerglcos o] receptores muscanmcos es deC|r condlmones medlcas que
' mejoran por tratamiento con un agomsta dei receptor B2 adrenerglco o un

antagomsta deI -receptor muscarinico. Aquellos con una experiencia normal en

el arte conocen bien d|chas condlmones medlcas segun se puede ver por )
eJempIo en Ias descnpmones de Eglen et al., Myscarmrc Receptor. Subtypes_. '

Pharmacology and Therapeutic Potential, DN&P 10(8), 462'—46_9 _(‘199_7); Emillien»‘

et al:,l Current Therape_utic Uses and Potential of beta-Adrenoceptor AgoniSts

and Antagonists, European J. Clinical Pharm., 53(6), 389-404 (1998); y las

referencias que se citan alli. Dichas condiciones médicas incluyen, a modo de

ejemplo, "trastornos pulmonares o enfermedades asociadas con obstruccion

.reversible de las vias respiratorias, como por ejemplo enfermedad pulmonar
.obstructiva crénica (por ejemplo, bronquitis ‘crénica, y s_ibilén.te y -enfisema),
asma, fibrosis pulmonar, etcétera. Otras condiciones incluyen el parto

prematuro, la depresion, la deficiencia cardiaca congestiva, las enfermedades

de la piel (por ejekmpld enfermedades inflamatorias, alérgicas" psoriésicas y

prohferatlvas condmones en las cuales es deseable dusmlnwr la acndez pept:ca ‘

.(por ejemplo uIcera peptldlca y gastrica) y enfermedad de desgaste muscular.

Por lo tanto, en una forma de reallzamon la presente invencion se

| 'reflere a un metodo para tratar ‘un trastorno pulmonar, - donde dicho metodo

comprende administrar a un paciente que necesita tratamiento una cantldad

efectiva para uso terapéutico de un compuesto de férmula I. Cuando se utmzan

_para tratar un trastorno pulmonar, los compuestos de la presente invencion

tipicamenfe se administraran por inhalacién en varias dosis por dia, en una

19§
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Gnica dosis por dia 0 una Unica dosis por semana. En general, la dosis para
tratar una afeccion pulmonar variara entre aproanadamente 10 pg/d|a y

aprommadamente 500 ug/dia.

"En uno de sus aspectos como método, la presente invencion se refiere

‘a un método para tratar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o asma,
donde dicho método -'rc_o'mprende administrar a un paciefite ‘una cantidad

efectiva_para uso terapédtict) de. un compuesto de formula |. En general, la

dosis para tratar COPD o asma variaré“de_n’tro,del A'rarrlvgo_ entre-

-aproximadamente 10 pg/dia y aproximadamente 500 p;cj/dira.-‘AqueHQs con una

experiencia normal en el arte entienden que el término ‘;COPD"' inbluyé una
' variedad de condiciones respiratorias, que incluyen 'bronquitis’ obstructiva
| cronica y énfisema, ség(m se puede ver por éjemplo en las des_.cripciones de
Barnes, Chronic Obstructive»Pulmonary_ Disease, -N.. Engl. J. Med., 2000:
1343:269-78, y las referencias que se citan alli. _v '
" Cuando se los admfnistra por inhalacion, Icis'-l éo’mpuestos de esta

invencion tlplcamente tienen el efecto de producir broncod|latac10n Por Io

tanto en otro de sus aspectos como metodo la presente’ mvenmon se reffere a

un método para producw broncodﬂa_tacmn en un mamifero,’ donde, dlChO

método comprende administrar a un mamifero una- cantidad que produce.

brdncodilatacién de un compuesto de formula ‘l. En 'geherél 'Ia-do‘éis para
. produc1r broncodilatacién variara dentro del rango entre aprox1madamente 10
' pg/dla y aproxmadamente 500 pg/d|a
 Cuando se utllizan como agentes terapéuticos, los c.ompuéstos de la

" presente invencién se administran opcionalmente en combinacién con otro

agente o agentes terapéuticqs. En particular, mediante la administracion de los

f[/g



53

compuestos de la presente invencion con un agente antiinflamatorio esteroide,
se puede conseguir una terapia triple, es decir, actividad agonista del reéeptqr
B2 adrenergico, actividad antagonista del receptdr muscarinico y actividad

-antiinflamatorio, usando solo . dos ‘agentes terapéuticos. Como las

composiciones farmacéuticas ‘(y sus combinaciOnes) que contienen dos
lagentes terapeutncos son t1p|camente mas facﬂes de formular y/o admlmstrar

en compavracyon con Ias composmlones que (,ontlenen tres agentes_"

terapéuticos, dichas composiciones de dos componente proveen u,na ventaja
significativa con respecto a las composiciones que contienen tres agentes

terapéuticos Por lo tanto, en una forma de realizacién -en: particu'lar las

. composiciones farmaceutlcas combmamones y metodos de la presente .

mvencuon ademas comprenden un agente antnnflamatono estermde ‘
Como los compuestos de la presente invencién poseen tanto activi‘dad
de agonista B2 adrené_rgico como- actividad antagan_ista_ del receptor
muscarinico, d-ichosv_ cbmpuéstos 'tambikénﬁ son Utiles como herramientas de
inveétigaci()n para investigar _alestudiar sistemas biolég_icas_ o muestras con
".receptor'es B2 'adrenérgicos o] recebtores' muscarinicos Ademés di'chos

compuestos son Gtiles en ensayos de clasnﬁcacnon para descubrlr por ejemplo

| nuevos compuestos tanto con actlwdad de agonlsta [32 adrenerglco -como -

o act:wdad antagomsta d‘el receptor muscarmlco_. chhos 3|stemas_b|olog|c_os o]
' 'fnUestras oueden comprender receptores B2 ad'renérgicos- y/d"rece"pto‘rés

4 musCa;inicOs. En dichos estudios., qué se pueden llevar a cabo ya sea in vitro o
-“fn vivo, sé puede emplear cualquier sistema biolégiéo 0 mueStra apropiadc')s
con receptores B; .adrenérgicos Wo_ muscarinicos. Los -sistem'a's o las mueatras

_ biolégicas representativas apropiadas para dichos estudios incluyen, sin

'93
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llmltac:|ones celulas extractos celulares membranas plasmatlcas muestras de '

tepdo, mamuferos‘(tales como ratones, ratas cerdos de gumea conejos,
perros, cerdos, etcétera) y semejanteé..

Cuando se utiliza como herramienta para la investigacion, un sistema
biologico ‘o muestra que comprende un reCebtor Bz adrehérgico y/o un recepfor
_muscarinico que tipicarriente se pone en contacto con una-cantidad 'dé un

compuesto de la presente invencion que causa un efecto agonlsta sobre un

receptor B2 adrenérgico o una cantidad de un compuesto de. Ea presente .

mve_ncnon que causa un efecto antagonlsta sobrelun receptpr muscarlnlco.
Luégo se determinan o miden los efectos sobre el sistema biOIégiCo o muestra
dUé causa el corh'puésto usaAndo prOcedimientos .convencion-ales y e’quipo
como por eJemplo mldlendo la un|on en un ensayo de umon aun radlohgando o]
camb|os med|ados por un-ligando en un ensayo funcional o determmando Ia

magnitud de la broncoproteccion provista por el compuesto en un ensayo de

broncoproteccidén en un mamifero. Los cambios mediados por un ligando en un

" ensayo funcional que sirven como ejemplo incluyen cambios mediados por un

' Iigandb en eI adenosina -mohofosfato ciclico (AMPC) intracelular; cambios

medlados por un I|gando en la act|V|dad de Ia en2|ma ademlato cnclasa (que'

sintetiza el AMPC) cambios mediados por un Ilgando en la mcorporacuon de

guanosina 5-O-(tio)trifosfato (**S)JGTP S) en membranas aisladas a .travesd_el

‘intercam_bio cétalizado por receptores del. [?5S]GT'P SH por. GDP, cam-bios‘

mediados por un ligando en los iones calcio intracelulares libres (medidas, por

eje'mplo, con un’lector de imagenes ligadas a la fluorescencia ‘_e_ri placas o

FLIPR_® de Mdlec_:ular Devices, Inc.); etcétera. Se espera que;loé com.puestos

de la presente invencion causen un efecto agonista o causen la activacion de

o
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un receptor B, adrenérgico y antagonicen o disminuyan la activacion de

receptores muscarinicos en los ensayos funcionales de la Iista que se da aqui
O en ensayos de una- naturaleza similar. Los compuestos de la presente

invencion se’ utrhzaran tlprcamente en dichos estudros en una ‘concentracion

_que varla dentro del rango entre ap_roxrmadamente 0,1 nanomolar y -
—aprommadamente 100 nanomolar

Ademas los compuestos de la presente invencion se pueden utrhzar'

como herramlentas deinvestigacion para -evaluarl otros compuestos quimicos.

En este aspecto de la invencic'm‘ un compuesto de formula' | se utiliza como -
estandar en un ensayo para permrtnr la comparacron de los resultados que se
'obtrenen con un .compuesto . de prueba y eI compuesto de formula I Por

7 ejemplo Ios datos de.unlon deI receptor B2 adrenerglco y/o receptor

muscarinico (segun se determlnan por ejemplo medrante ensayos in vitro de

desplazamiento de radioligando) para un compuesto de prueba o un grupo del

~compuestos de prueba se comparan con Jos datos de unién del receptor Bp_
-adrenérgico y/o receptor muscarinico para un compuesto de formula | para
‘ ‘ ,Identrﬂcar aquellos compuestos de prueba que tlenen un efecto- Irgante'
--}deseable es decir compuestos de prueba con un efecto ligante
aproximadamente iguai_ o'supérior al de un compuesto de .férmula_ l, si-es que
.. tienen alguho.' Como alternativa, por ejemplo, se pueden determinar Ias.'ef_eclto.s :
r brbncoprotecfores' para los compuestos de prueba y un compuesto -d:e’fc')rr'nyia |
‘en Un ensayo de broncoproteccion en un mamifero y néstos datoé se pueden
comparar para identificar compuestos de prueba que proporcronen efectos

'broncoprotectores aproxrmadamente |guales o supenores chho aspecto de la

invencién mcluye, como ' formas de ‘reallzacmn separadas, tanto. (i) 'Ia
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generacion de datos de comparécién, (usando los ensayos apropiados) y (ii) el

~ andlisis de los ‘datos de prueba para identificar cofnp'uestos"de prueba de

interés.

Las propiedades y la utiidad de los compuéstosr de la presente

“invencion se pueden demostrar usando diversos ensayos in vitro e in vivo bien
conocidos por aquellos con una experiencia normal en ‘el arte. Por ejemplo, en .
los siguientes Ejemplos se describen con mayor detalle ensayos que sirven

'como ejemplo. -

EJEMPLOS

Las S|gwentes Preparamones y Ejemplos se proveen para |Iustrar

realizaciones. y aspectos especificos de esta invencion. “Sin _embargo, la
lustracion de formas de realizacion y aspectos especificos, no se da para

. fimitar el alcance de Ja presente invencion de-ninguna manera a no ser que se

indique especificamente.
Todos los reactives, materias primas y solventes que se utilizan en los

sngunentes ejemplos se adqu1r|eron de proveedores Comerc:|ales (como por

ejemplo. Aldrich, Fluka, S|gma etcetera) y, @ no ser que se |nd|que otra cosa,
se utllizaron sin mas purufncacuon '

En los sngwentes ejemplos, eI anaI|S|s por. HPLC se, llevé ‘a “cabo

ti_picarnente»usando un instrumento Ag|lent (Palo Al_to, CA) Serie 1100 con

Columnés Zorbax Bonus RP 2,1 x 50 mm, provisto'por Agilent, (uha columna
C14), con-un tamafio de particula de 3, 5 micrones. La detecmon se realizd por
_ absorbanma UV a 214 nm. La fase movil “A” consistia en acetonltrllo al 2 %,

97,9 % de agua, y 0,1% de ‘acido triflioroacético (viviv); y ia fase movil “B"

consistia en 89,9 % de acetonitrilo,. 10 % de a.gu‘a,. y 0.1 % de é,éido‘

'/6’-@
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trifluoroaceético (v/v/v) Los datos de HPLC (10-70) s.e obtﬁv‘iero.nkconv una
__ velomdad de flujo de 0, 5 ml/mnnuto de gradlente de 10% a 70% de fase mowl B
durante un periodo de 6 minutos. Los datos de HPLC (5-35) se obtuvieron con
u'ne_a velocidad de flujo de 0,5 ml/minuto de gradiente de 5% a '35% de fase
'mévilv B durante un periodo de 5 minutos; y Loé datos de _H'PLC (10-90) se
_ ‘obtuviero_n_ con.una ve|o<.:idad" de flujo de 0,5 mi/minuto de_gré_dienfé dé 10% a

90% de fase movil B durante un'periodo de 5 minutos

Los datos de cromatografla liquida con espectrometrla de masas

(LCMS) se obtuweron tipicamente con un instrumento Applled Blosystems.

‘(Foster Clty, CA) Modelo API-150EX. Los datos de LCMS 10-90° se obtuvieron

- con un gradnente de 10% a 90% de fase movil B durante un per|odo de 5
.mlnutos | 7

Las purificaciones a pequena escala tlplcamente se llevaron a cabo

usando un sistema APl 150EX Prep Workstatlon de Applled Blosystems La

fase movil “A” consistia en agua que contenla 0,05% de acido trifluoroacético

(v/v) y la fase mowl ‘B” consistia en acetonitrilo que conténia 0,05% de acido

" trifluoroacético (v/v). Para pequenas muestras (tamafio de muestra recuperada'

"de entre aproximadamente 3 y 50mg), tilpic_‘amente se utilizaron las siguientes

condiciones: velocidad de fiujo 20 mi/min; gradientes de 15 min y una columna

20 mm x 50 mm Prism RP con particulas de 5 micrones’ (Termo' Hypersil- .

Keystong,’ Bellefonte, PA, EEUU). Para muestras mas grandes {es decir,
muestra sin tratar méyor de aproximadamente 100mg) »'t'ibicér'hentre ‘Se
utilizaron Ias s:gwentes cond|c1ones velocidad de qu10 60 mllmm gradlentes
: ,de 30 min y una columna 41,4 mm x 250 mm Mlcrosorb BDS con partlculas de

10 micrones (Varuan Pa|o Alto, CA, EEUU)

/s7
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o Ejemplo 1
Ester plpendm-4-|hco del acudo bifenil-2-ilcarbamico _ N
Se calentaron juntos blfeml 2- |30C|anato (97 549, 521 mmol) y 4- hldrOX|-

1benC|Iprper|d|na (105 g, 549 mmol) (ambos se 'puede_n obtener

o comercialmente de Aldrich, Milwaukee, WI) a 70°C durante 12 h,‘durante cuyo

- tiempo se monitored la formacion de éster 1-bencilpiperidin-4-ilico del acido

bifenil-2-ilcarbamico por LCMS. Luego se enfri6 la mezcla de reaccion a 50°C y

se agregé‘etanol (1 L), ¥ Iuego se agregc') é'cido clorhidrico 6M (191 ml)

'Ientamente Luego se enfridé la mezcla de reaccién a temperatura amblente y

se agrego formiato de amonio (98,5 g, 1,56 mol) y se burbu1eo gas mtrogeno a

través de Ia solucion vigorosamente durante 20 min. l.uego se agregd pala_dlo

-(10 % peso en peso- (seca) sobre carbén' actiVado)' (20 Q)‘ La meiclé de

reaccnon se calentd hasta 40°C durante 12 h y luego se flllTO a traves de un

lecho de. Cehte. Luego se elimind el solvente bajo preslon reducllda y se agregd

acido clorhidrico 1M (40 ml) al residuo sin tratar. LUego se agregd hidrékidd de

SOdIO (1ON) para ajustar el pH a12. La capa acuosa se extrajo con acetato de

_et|lo {2 x 150 ml) y se sechd (sulfato de magnes:o) y luego se ellmmo el
solvente bajo presién reducida para dar el éster plperldm 4 ||ICO del acndo '
-b|fen|l 2-ilcarbamico (155 g, 100%) HPLC (10-70) Ry = 2 92; MS m/z [M + H 1
.calculado para C13H20N202 297 15, encontrado 297 3.

' Ejemploz ~

Acido 3-[4- (bifeniI-Z iIcarbamoiloxi)piperidih' 1-i|]propi6nico

A una solucién de éster piperidin-4- |I|co deI acndo bifenil- 2 |Icarbam|co,
'(50 g, 67 6 mmol) en dlclorometano (500 mI) se le agrego aC|do acrilico (15 05

_ mi, 100 mmol). La mezcla resultante se calento hasta 50°C baJo reflu;o durante
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18 horas y luego se ellmnno el solvente Se agrego. metanol (600 ml) y esta
‘mezcla se calento hasta 75°C durante 2 horas y Iuego se- enfrlo a'la
'.temperatura ambiente para formar una suspensnon,_espesa; El sohdo se
. recolecto por filtracion, s,é lavd con metanol (50 mI)-y.sé seco ’alraire para dar
acido 3-[4-(bifenir-z'-uéérbamouoxi)pipér’idin-1-’iI]pfopioh;co (61, 96% de
~ pureza) como Qn polvo blanco. |

| Ejemplo 3 _

sal  con .éc-:ido acético  d"e. la’ N{5 [(R)-2-Am|no1(ter-

butlldlmetlIsulamlom)etnl] -2- hldromfenll}formamlda

'Paso A - N-{5-[(R)-2 Bencilamino- 1-(ter-butlldlmetll5|lamlox|)et|I]-2-‘

ben(:lloxlfeml}formamlda , ) ‘

| ~ A un matraz de fondo redondo con tres bocas de 500 ml se agrego N {2-
, benC|on1 5-[(R}-2-bromo-1- (ter—butlld|met|ISIIan|on1)et||]fen|I}formam|da (100 g,
21_5 mmovl) y N—metll-2-pirrolldon§_a (300 mi). Se agrego bencrl_amlna (6_9,4 ml,
648 hol) yla meicla de reaccién se’desgasec’; coﬁ n‘itrégeno. Luego se calento
" la mezcla de reaccion ha_sta 90°C y se agito durante aproximadamente 8 horas.
" Luego se enfrio Ia-mézclé de reaccion a temperatura anﬁbiente y se agregaron

agUa (1,5 L) y acetato ‘de etilo (71,5 L). Se separaron las capas y la fase

organica ‘se.Javod con agua (500 .ml), una’ mezcla 1:1:de agua y salmuera

| -satqrada (500 ml en totél), y luego nueyamen_te con agua {500 ml). Luego se
seco _Ia"'fas'e organica sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtrd yl Cdnééntré

bajo presion reducida. para ~ dar N-.{5-[(R)-'2-b9nciAIaminé-1-(ter'—

butildimetilsilaniloxijeti]-2-benciloxifenillformamida en’ bruto (100 g, 90% de

rendimiento, 75-80% de pureza) como un aceite espesc-anaranjado-marrén. . -

- Paso B - Sal con acido acético de la 'N-{Sf[(R)-Z-Amiho-1-(tef-

AR
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' butlldlmetlIsHamonn)etlI]-Z hldroxlfeml}formamlda
Se dISO|V_I0 N—{5—[(R)-2-benc1|am|no- (ter—butild|met|IS|Ian|IOX|)etll] 2—
benciioxifenil}fofmamida en brutbl (100 g, 194 mmol) en metanol (1 _L) y acido
acético (25 ml, 291 mrh.ol).‘La mezcla resultante se puréé con nitrc’)_géno secqy
~ Juego se agregd hidroxido de paladio sobre carbono (20 g, 20 % peso en peso,
aproximadamente 50% de agua). Se burbujeé hidfégeno a través dé_la-mezcla
-,de reaccic‘m agitando a temperatura émbiente durante ‘aproximadamente 10
horas. Luego se purgd la mezcla con mtrogeno seco y la mezcla se filtro a
través de Celite. El filtrado se concentro enun evaporador rotatono y se agrego
-acetato de etilo (600 ml) al reS|duo Esta mezcla se aglto durante
aprox|madamente 2 horas después de cuyo tlempo se desarrolio ‘una
~ suspension amarilla espesa. La SUSpenS|on se flltro y el precupltado se seco al

aire ‘para dar la sal con acido acético de la N{5 [(R) 2-Am|no1(ter-

butlldlmetrlsﬂam!oxa)etif]—2-hidrox1feml}formamfda (48 g, 98% de pureza) como.

~un soélido amarillo-blancuzco. LCMS (10-70) R, = 3,62; [M. + H".'] en’cont_rado

3113,

Ejemplo 4 |

Ester ' 1 -[2-(4-{[(R)-2-(3-formiIamino-4-hidroxifenil)-2-
‘hidrdxietiIamino]metiI}-2,5-dimetilfeniIcarbamoiI)et_il]_piperid_in-4-i|ico del
écidd bifenil-2-ilcarbamico T |

Paso A - 2,5-dimetil-4- nltrobenzoato de metllo |

A una solucién agltada de acido 2,5- dlmetll 4- mtrobenzmco (480mg 2 4

mmol) en ‘metanol seco (8 2 ml) a 0°C bajo nitrégenco seco se le agrego-cloruro

- de tionilo (0,538 ml, 7,38 mmol). La mezcla resultante se dejo entibi"ar hasta la

' _'temperatura amblente y se aglto durante aprommadamente 7 horas Se agrego

‘/ﬁSy- |
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mas clorurddé- tionilo (0,300 ml) y se siguié agitando a temperétura'ambienfé o
,'durante toda la noche. El solvente se elimino bajo pre3|on redumda y eI reS|duo-

se dISO|VIO en acetato de et|lo Esta solucion se Iavo con b|carbonato de SOdIO

- acuoso saturado, se secoO sobre sulfato de sodio anhidro y se concentro bajo

"presiéh reducida para dar 2, 5-dimeti|~4—nitrobénzbato‘de metilo (57;8 mg) como
un sohdo amarillo pahdo HPLC (‘IO 70) R: = 4,61; 'H RMN (300 MHz, CDCI3) o
2,57 (s, 3H), 2,61 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 7,82 (s, 1H), 7,87 (s, 1H).

Paso B - 4-arino-2,5-dimetilbenzoato de metilo

~Auna sdlUcién agitada de 2 5-dim'etill-4-nitrobeh'z'oato'de metilo (523 mg, -

| 2,5 mmol) en una mezcla 9 1 de metanol y agua (25 ml en total) a 0°C se le

—agrego cIoruro de amonio (401 mg. 7,5 mmol). Se agrego cmc (1 63 g 25

mmol) en porciones y la mezcla resultante se agité a temperatura amblente

_ durante toda la noche. La mecha'de reaccién luego sé filtro é través de Celite.y
‘el lecho de Celite se lavé con metanol El filtrado se concentro bajo presion

_ redumda y: el reS|duo que se obtuvo como resultado se dlsolwo en acetato de

" _etilo. Esta- solumon se lavé con blcarbonato de sodic acuoso saturado se seco

sobre sulfato de SOdIO anhidro y se concentro‘bajo presion reducu_:ia para dar 4-
amino_'2,5‘dimétilbenzoato de rﬁeti(o (450mg)>como un aCeite amarillo. 'H RMN
' (300 MHz, CDCl3) 3 2, 14 (s 3H) 2,53 (.s, 3H), 3,83 (s, 3H), 3,85 (br s, 2H), 6,48
(5. 1H). 7.72(s, TH).. S o

- Paso _ C . 4-{3-[4- (Bifenil-z iIcar_bamoiIoXi)piperidin-1-
'|I]prop|on||am|no}-2 5-d|metllbenzoato de metllo |

A una solucién agltada de amdo 3- [4 (b|fen|l -2~ |lcarbam0||OX|)p|per|d1n 1-

: |I]pr0p|on:co (670mg 182 mmol) y 4-amino- 25d|rnett|benzoato de metllo‘

(390mg, 2,18 mmol) en dlclorometano (3 6 ml) y dusoproplletllamma (0, 413 ml) -

]S’S\
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_sré le "vagreg(’). hexafluorofosfato de . O-(?-azabenzotriazol'—i4i!)-1:,1,3 3-

' tetrémefiluronio ('I-'IATU) (829 mg, 2,18 mmol) La mezcla resultante se aglto a

-temperatura ambiente durante toda la noche Luego se Iavo Ia mezcla con

blcarbonato de SOdIO acuoso saturado se secoO sobre sulfato de SOdIO anhidro,

se filtré y se concentro bajo presion reducuda El residuo se - pUl‘IfICO por‘

cromatografia en gel de silice eluyendo con dlclorometano que contenia entre
3% y 5% de. metanol para dar 4-{3-[4-(Bifenil-2- |1carbam01on|)p|per|dm 1-
‘ |I]proplomlam|no}-2,5-d|met||benzoato de metilo (568 mg, 59% de rendimiento).
LCMS (10-70) Ry= 4,55; [M + H'] encontrado 534.
Paso D . Ester 1-[2-(4-Hidroximetil-2,5-

| dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico del acido bifgnil;é-ilcarbamico '
A una solucién agit’ada de hidruro de alur'hir'no y litio 1M en THE (1 ;’52'm_|,

1,52 mmol) a 0°C se'_ le agregc’;v4-{3;[4-(Bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-'1-

illpropionilamino}-2,5-dimetilbenzoato de rhetilo (4'oo'mg, 0,76 m’rnb'l) 'La: mezcla

- resultante se agité a O°C durante 30- mlnutos y Iuego se agrego una mezc|a 1:1

de hldrOXIdO de sodio acuoso AM (5 ml) y agua. (5 ml) y se S|gwo agltando '

. durante 2 horas. Se agrego dlclorometano y se separo la fase organlca se
seco sobre sulfato de sodio y el solvente se ehmlno bajo preS|on reducida. El
_ reS|duo se purmco por cromatografia en gel de smce eluyendo con
-dlclorometano que contenla 5% de metanol para dar e{ ester 1- [2 (4-
HldrOX|met|I 2,5- d|met|Ifen|Icarbam0|l)etll]p1perld|n 4 |I|co del aC|do blfeml 2-
-|Icarbam|co LCMS (10-70) R(='3,94; [M + H"] encontrado 502 5. _
Paso E- - éster 1-[2-(4-Formil-2 5-d|metuIfenllcarbamon)etll]plperldm-

4 |I|co del acido blfen|I-2-|Icarbam|co '

A una solumon de - eéster "1-[2-(4-hidroximetil-2,5-

S6
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dimetilfenilcarbamoil)etil}piperidin-d-ilico del acido bifenil-2-ilcarbamico (151

mg, 0,3 mmol) en diclorometano (3 ml) a 0°C se le agreg6 dimetil sulfoxido

(128 pL; 1,8 mmol) y diisopropiletilamina (157 L, 0,9 mmol)- Despues de 15
mmutos se agrego complejo de tnoxndo de azufre y pnndma (143 mg; 0,9

mmol) y se- contmuo ag;tando a 0°C durante 1 hord Se agrego agua para

' detener la reaccmn y se separaron las capas La fase organica se seco sobre - -

sulfato de sodio anhldro, se filtro y el solvente se eliminé bajo presion reducida
" para dar el éster 1'-[2-(4-formi|-2 5-dimeti|fenilcarbamoiI)'etil]piperidin-4-iIiCo del
‘ac:|do bifenil-2- |Icarbam|co (150mg, 100% de rendlmiento) que se utilizd sin
" mas puruﬂcacnon M+H ‘] encontrado 500 4

" Paso F - éster  1-[2-(4- {[(R) -2- (ter-butnIdlmetllsuamloxl)-z (3-
'formnlammo-4 hldromfemI)etllammo]metll} -2,5- |
' d|metlIfenllcarbamoﬂ)etlI]plpendln-4 -ilico del amdo blfenll-2 |Icarbam|co
o ~ Se agito una ~ solucion - de ester 1- [2-(4-form|I -2,5-
'd|met|lfenllcarbamo:l Jetillpiperidin-4-ilico del acido- blfenll 2-ilcarbamico (150mg,
| 0,30 - mmol) y N-{5-[(R)¢2-am|nof1-(ter-butlldlmetll§|lan|IOX|)etll] -2-
' .hidrox_ifenil}fbrmérhida (112 mg, 0,36 mmol) en una méz_cla 1:1: de
didorometano y metanol (3,0 mi en total) a temperatu.ra ambiente 'durante 30
minutos. Se'agregé triacetoxiborohidruro de sodio (191 mg, 0,9 mmol) y la

“mezcla resultante sé a’git() a temperatura ambiente durante toda la noche Se

agrego acido acético para detener Ia reaccion vy la mezcla- se concentro bajo

’presmn redumda para dar el éster 1-{2- (4 {[(R) (ter-but|Idlmetulsnlanllox|) -2- (3-

'form|Iam|n0 4- hldrOX|fen|I)et||am|no]met||} -2,5- |
.dlmetllfemlcarbam0|l)etll}p|pend|n-4 ilico del acido blfenll 2 |Icarbam|co que se

utlhzo sin mas punﬂcamon LCMS (10 70) R = 4, 55, [!VI + H ] encontradq 7_94,6.
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Paso G - eéster 1[2 -(4- {[(R)2(3-formlIamlno-4-h|drox|fen||)-2-

h|droxnetllamlno]metll}-z 5-d|met|Ifen|Icarbam0|I)et|I]p|per|dm-4-|I|co d_el '

aC|do blfenll-2-|lcarbam|co

A una suspension de éster 1'-[2-(4-{[('R)-27(terqut'ildimetilsiI‘ahi|oxi)—2—(3-~

‘formilamino-4- hldrox1fen|I)et|Iam|no]met|I} -2, 5-

| d|metllfenlIcarbamon)etll]plpendln-4-|I|co deI aC|do blfen||2||carbam|co (238

mg, 0,30 mmol) en diclorometano (30 ml) se le agrego tnfluorhldrato de
trietilamina (147 pi, 0,90 mmol). Esta mezcla se agito a temperatura ambiente
durante toda la noche y luego la mezcla se concentrd bajo preSIon reducida. Ei

_re3|duo se purlﬂco por prep- RP HPLC (gradlente 2 a 50% de acetomtrllo en

agua con 005% de TFA). Se recog|eron Ias ‘fracciones - apropladas. y se'

Qcombmaron y ||of|||zaron para dar el ester 1- [2 (4 {[(R)—2 (3 -form'ilamino-4—
hldrOX|fen|I) -2- hldroxnetllammo]menl} -2,5- dlmetllfen|Icarbamonl)etll]plperldln 4-.
4 |Itco del acido bifenil-2- |lcarbam|co como la sal dltrlfluoroacetato (50mg 97% de
pureza) LPLC (2- 90) R = 2 76; {M + HY] encontrado 680 8.

" Ejemplo 5 _ _ :

Ester L . 1 -[2- (4 {[(R) -2- (3-form|Iam|no-4 hldroxlfeml)-2-

- h|drOX|et|Iam|no]metll}-2 5- dlmetllfenllcarbamonl)etll]plperldln-4 -ilico -del

acido bifenil-2-ilcarbamico
Paso A - Dibe‘ncil -(4-yodo-2,5- dimetilfenil)amina ‘

A un matraz de fondo redondo de 2 litros equado con un agltador

.superlor control de temperatura y un embudo para ad|C|ones se le agrego 4-‘

yodo-2,5-d|metllan|||na (1000 d, 0405 mol) (de Spectra Group Limited, Inc.,
Millbufy, OH) Se agregaron etanol (1 L) y carbonato de, potasm solldo (160 g

1 159 .mol) y Iuego se agrego bromuro de bencﬂo puro (140 mI 1 179 moI)

73y
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~una porcion. La mezcla resultante se agit6 a 30°C durante aprommadamente.

18 horas, despues de cuyo tlempo la HPLC mostro una conversion mayor del
98%. Luego se enfno la mezcla hasta la temperatura amblente y se agregaron
hexanos (1 L) Esta mezcla se agito durante 15 mmutos y luego se flltl’O a
| _'traves de un filtro de papel para eliminar sélidos y la torta deI flltro se Iavo con
hexa.nos (200 mI). Se redujo el volumen del filtrado usando un rotoev_aporad_or
~ hasta aproximadamente 500 mly se agfegé acido clorhidrico'concentrédo '(30
m‘l). Luego se elimind el solvente restante usando un . rotoevaporador Al
residuo que se obtuvo como resultado se le agregaron hexanos (500 mi) y esta
“mezcla se agitd durante aproxmadamente 30 minutos tras cuyo tlempo se

formo una suspension que fluia Ilbremente La suspensmn se flltro y la torta del

flltro se Iavo con hexanos (200 ml) y se secod para dar (‘Iorhldrato de. dlbencn (4-

'yodo-2,5- dlmet|lfenll)am|na (115 g 62% de rendlmlento 97 5% de pureza)
como un SO|IdO de color verdoso
El clorhldrato de dibencil-(4- yodo 2,5- dimetllfeml)amma se transfmo a un

matraz de 3 L y se agregaron to|ueno (1 L) e hidréxido de -sodl_o;acuoso 1 M_‘(

L) La mezcla resultante se ag’ité durante 1 hora y luego se separaron las -

capas. La-fase orgénilca se lavo con salrhu‘er‘a diluida (500 ml) y e solvente sé
elimind bof rotoevéporaci(’)n para dar dibenci|—(4-ybdo-2{5-dime_tillfeniI)amina (80
. g) como un aceite espeso .éemisélido.' (Como alternativa, en este pasd se
, puede utilizar_diclorometano en vez de .tolueno) 'H 'F.QMN (300 MHz,v DMSQ;ds)
5 '2,05' (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 3. 90 (s, 4H) 6,91 (s 1H), 7,05-7,20 (m, 10H), 7,42
(s, 1H); MS [M + H'] encontrado 428 ' | | ' ;
| Paso B- clorhldrato de 4-d|ben0|lam|no-2 5 dlmetllbenzaldehldo

-A un matraz de fondo redondo de 1 litro de 3 bocas equado‘con un
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.agitador éuperior control de'te’mperétura»y un embudo para-adiciones se le
‘agrego d:bencnl (4 yodo -2,5- dlmetllfem!)amlna (15 g,. 35 mmol) Se agrego
tolueno (300 ml) y 1a mezcla resultante se aglto durante aproxnmadamente 15
minutos. El matraz de reaccion se purgo con mtr_ogeno Seco-y se enfrlo hasta
aproxima'd'an'iente‘-20°C y se agrego gota a gota n-butil-litio 1,6 M en hlexénds
‘(33 ml, 53 mmol} m,ediante el embudo para adiciones. Durante la adiciéh,'la
témperéfuré interna de’la mezcla de reaccién‘se mantuvo _ﬁor debajo de los -
- 10°C. Cuéhdo _se. completé la a;jicién |a' mvezclafresultanvte ‘se agifé é
-aproximadamente -15°C" durante 15 minutos. Luego se agregé N,N-
Dimetilformamida (10 ml, 129 mmol) gota a gota mlentras se mantema la
.tembe'ratur_a interna de la mezcla de reacclon por debajo de 0°C. Luego se
agité la mezcla resultante a entre -26°C y 0°C duréhte a'prorximadamgrnteﬂ
hora. Luego se agregd acido clorhidrico écuoso 1M (200 ml) durante uh
peribdo de 5 minu‘tos y.la mezcla resultaﬁte se agitd durante 15-rhinutos ‘Luego

se separaron las capas y la fase organlca se Iavo con salmuera dlIUlda (100

ml). Luego se seco la fase organlca sobre sulfato de. SDdIO anhldro se filtrd yel

solvente se eliminé bajo presion redumda pa_ra dar clorhldrato de 4-
dlbencuammo 2,5- dlmetllbenzaldehldo (11,5 g, 90% de ren-dimientd 95% de

pureza) como un acelte espeso que soI|d|f|co al quedar en reposo El producto

contenia entre aprox:madamente 3y 5 % del subproducto des -yodado. H

RMN (300 MHz, CDCl3) & 2,42 (s, 3H), 2,50 (s, 3H), 4,25 (s, 4H), 6,82 (s, TH),
7,10-7,30 (10H, m), 7,62 (1H, s), 10,15 (1H, s); MS [M + H'] encontrado 330,3.

Paso C -.4-[1 3]Dioxolén-2-il-2 5-di‘metilfenila'mi.na

“Aun matraz de fondo redondo de 500 ml se le agrego clorhldrato de 4-

-dlbenCiIamlno 2,5- dlmehlbenzaldehldo (11 5 g, 31 4 mmol) y tolueno (150 mi) y o
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la mezcla resultante se agitd hasta que la sal .se-disolvid completamente.
' Luégo se purgd el matraz de réaccién_ con nitrégeno seco durante 5 minutos.

Se agregaron etJlengl;col (5,25 ml, 94,2° mmol) y &cido 'p-toluénsulfénico

(760mg 6,2 mmol) y la mezcla resultante se calentd hasta 60°C entre 80°C
durante aproxum_adamente 20 horas. Luego se elimino el solvente.lentamente

{durante aproximadamente 40 minutos) a 40°C en un"evaporédpr-rotatd'rio'. Se

agrego tolueno (100 ml) al residuo y‘se volvié a eliminar lentamente el solvente‘

: 'a 40°C en un evaporador rotatorlo Este proceso se repltlo usando otra allcuota
de tolueno (100 ml) y la mezcla se evaporo a sequedad Se -agregaron acetato
de etilo (150 ml) y bicarbonato de sodio acuoso saturado (100 ml) al residuo y

~se separaron las capas. La fase organica se lavd con salmuera (50 mi) .y luego

se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré bajo presion

;réducida para dar dibéncil-(4-[1,_3]di'c>xo|ah¥2-il-'2,57dimetilfenil)ar‘n_ina: en bruto

 (11,49)

La dibencil: (4 [1 3]d|oxolan -2-i-2,5- dlmetllfeml)amlna en‘ ‘br[Jto -se

disolvid en una mezcla 2:1 de etanol y agua (150 mI en total) y Ia mezc!a ‘

resultante se purgd con nitrégeno seco durante 5 mlnutos. Se, agregaron
paladio sobre carbono (2,3 g, 10 % peso en peso que - contema
: ,' aproxirhadamente'50°/o, de agu"a) y bicarbonato de sodic sohdo (1 0 g). y Ia
mezcla resultante se hidrogené a aprO){imadamfe_nte 1 atm de hidrégeno a entre
25°C y 30°C durante aprdximadamente 8 horas. Luegd se 'fi.ltré la rﬁezcla a
' traves de Cehte y el filtrado se concentro en un evaporador rotatorio para dar 4-
i 3]dloxolan 2 il-2,5-dimetilfenilamina_en bruto (56 g, 92% de rendimiento)
como un a‘celte‘espeso: 'H RMN (300 MHz, DMSO-da) 0 2,05 (s, 3H), 2,22 (s,
13-H), 3,7-3;9 (m,l'4H), 3,95 (s, ’4_H),_5,59 (s, 1H), 6,72 (s; TH), 7,0-7,25 (m, T1H).
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Paso D - N-(4-[1,3]bio‘xolan-,2-il-2,5-dimetiIfenil)acrilémida :

A un matraz de 500 ml dé fondo redondo se le agregé 4-[1,3]dioxolan-2-

._ll 2,5- dimetilfenilamina en bruto {56 g, 29 mmol) diclororhetano (100 mi) y’

dusopropuletllamuna (7,6 ml, 43,5 mmol). La mezcla, fesuitante.-se_ .égitc} a .

temperatura ambiente hasta que se disolvieron Ios'_ingredientes y luego la

mezcla ée enfrié a 0°C.-Luego se agrego cloruro de acriloilo (2,35 ml, 29 mmol)

gota a gota durante un periodo de 5 minutos. La 'r'nez_cia‘ de reaccién se agit6 a
entre 0°C y 5°C-_durante_ 1 hora y Iuégo se a.gregé agua (50 rhl) Iyr se siguio

agitando durante aproximadamente‘ 30 minutos tras cuyo tiempo se formé un

sélido fino. La mezcla se filtrd para recoger los sélidos. Luego se separaron las
capas del filtrado y la fase organica se concentr0 bajo presién reducida a

sequedad. Se 'agfe‘gb diclorometano (50 ml) al residuo y esta mezcla se agifé-

hasta que se desarrolld una suspension que fluia libremente. La suspensién se

- filtrd '(Usando el mismo embudo que se utilizé para recoger los sélidos finos que
se acaban de mencnonar) yla torta del filtro se lavo con dlclorometano (10 ml) y

se seco para dar N-(4 [‘l 3]d|oxolan 2-il- 2 5- dlmetllfeml)acrllamlda (3, 1 g, 97%

de pureza) como un soélido blanco a blancuzco

Luego se evaporo a sequedad el filtrado antenor y se agrego metanol

. (10 mil) al residuo. Esta mezcla se agito durante 15 minutos y,luego el

precipitado -se recolectd por filtracion, se lavé con metanol (5 mi) y se seco

para dar una segunda cosecha de N-(4-[1,31diqquan-2-il-'2,5-

- dimetilfenil}acrilamida (0,8 g, 95% de pureza). 'H RMN (300 MHz, CD30D) d

2,10 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 3,85-4,10 (m, 4H), 5,60-6,40 (m, 3H), 5,59 (s, TH),

7,18 (s, 1H), 7,23 (s, 1H).

- Paso E - ester 1- [2 (4-formil-2,5- d|metllfenllcarbamou)etlllplpendm-__
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4-|l|co del acido bnfeml-z-llcarbamlco como clorhidrato
“Aun matraz de 50 mI de fondo redondo se Ie agrego ester plpendln 4-

lico del.aC|do b|fen|]-2-|lcarbam|co (1, 2 g, 4 04 mmol) y N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-

2,5- dimetilfenii)acrﬂamida (1,0 g, 4, 04 mmol) Se agregaron etanol (10 ml) .y '

dlclorometano (10 ml) para formar una suspensmn La mezcla de reacmon se

~ calentd hasta entre 45°C y 50°C durante aprommadamente 18 horas .y lue’go_se '

“enfrié a temperatura ambiente. Se aQreg() é‘_('_:ido c;ldrhidfico 1M Vacﬁuio'so (10 ml)
'y- la mezcla resﬁltanté se agit6 vigorosamente durante aprokimadaménte 3
- horas. Se agregd dlclorometano (10 mI) yla mezcla resultante sé aglto durante
aproxmadamente 5 minutos. Luego se separaron Ias capas y la fase organlca

"~ se secO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y' se concentro en un

éVaporador rotatorio para . - dar el 'éstér A- [2 (4- formll 2,5-

d|met|lfen|lcarbam0|l)etll]p|per|d|n -4- ilico del amdo blfenll 2- |lcarbam|co como
\ clorh|drato en bruto (1,9 g). "H RMN (300 MH;,_DMSO-Q’S) 0 1,,2-1,4 (m, 2H),
1,58-1,75 (m, 2H), 2,0-2,17 (m, 2H), 2,19 (s, 3H), 2,38 (s, 3lH), 2:41-2,50 (m
4|_—|), 2,5-2,75 (m, 2H), 4,31-4,42 (m, 1H), 7,10-7,35 (m; 9H), %55' (s, 1H), 7,75
(s, 1H), 8,59 (s, 1H), 9,82 (s, 1H), 9,98 (s, TH); MS [M + H] encontrado 500,2.

Péso F - éster 1 [2 (4-{[(R)-2 (ter-Butlldlmettlsﬂamloxu) 2 (3-_"

- form||ammo-4 hldroxlfemI)etllammo]metll}-2 5-d|met|Ifen||- |
'carbamonl)et;l]plperldm-4-|I|co del acido blfenll-2-|lcarbam|co '

A un matraz de 2 L _d.e fondo redondo con tres bocas se agrego éster_1-
_ [2-(4-for'mil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)étil]piperidin-4-ilico .del .écidb bifehit-2-
ilcarbamico como cldrhidratov (38 g, 70'mr_nvol) y sal con écido écétiqo de la N-

{5-[_(R)—2-Amir-10-1 -(tér—butildimetilsilaniloxi)etiAI]—Z-'hidrox_iféhil}formamida _(33‘,6 g,

- 91 mmol). Se agregaron ,diclovr‘ometano' (500 ml) y metanol (500 ml) y-la meZCIa |
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resultante se agitd a temperatura ambiente bajo nitrdgeno seco durante

‘aproximadamente 3 horas. Luego se enfri6 la mezcla de reaccion hasta entre

0°C a 5°C y se agrego triacetoxiborohidruro de sodio solido (44,5 g, 381 mmol) "
en 'porcionés durante un periodo de 10 minutos. La mezcla de reaccidon se

calen’té Ientamén{e desde 0°C hasta la temperatura arhbienie 'durahte’ un'

periodo de aproxmadamente 2 horas y Iuego se enfrlo a 0°C. ‘Se agregaron

bncarbonato de SOdIO acuoso saturado (500 ml) y° dlclorometano (500 ml). Esta :

mezcla se aglto intensamente y Iuego se separaron Ias capas La fase organica
- se lavd con salmuera (500 ml), se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtro
y se concentro bajo presron reducnda para dar el éster 1-[2- (4 {[(R)-2- (ter-
‘butlldlmetllsnamlox])-2-(3-form|Iam|no-4-h|d‘rox|fen||)et|!am|no]met||}—2,5-

' dimetilfenilcarbamoil)et»il]pipertdin-tl-ilwico del acido bi_fenilé-ilcarbémico en bruto

(55 g, 86% de_pufez-a) como un solido amarillo.

" El ‘producto sin tratar (30 g) se disolvié en diclorometano que contenia -

2% de metanol (150 ml en total) y se cargd en la pa-rte'superior de una
'columna de gel de silice (300 g) previamente empacada y eqwhbrada con
dlciorometano que contenla 2% de metanol y 0,5% de hldrOX|do de ‘amonio. El

producto se eluyo de Ia columna usando dlclorometano que contema 2% -de

vvmetanol y 0,5% de h|dro>(|do de amonlo (1L); diclorbm'etano:qvué contenia: 4% -

de metanol y 0,5% de h|drox1do de amonio (1 L)y diclorometano que. contema
- .5% de _metano_l y 0,5% de hidréxido de amonio (aprommadamente 3 L). Se
récogieron frécciones (200 ml) y se combinaron aquellas fracciohes con una
- pureza mayor que 90% y se concentraron bajoA presion reducida para dar.el

“éster . 1 [2 (4- {[(R) -2- (ter-butlldImet|IS|Ian|on1) 2 (3 formllammo 4-

'h|drox1fen|I)et||am|no]metll} -2,5- d|met|lfen|Icarbam0|l)etll]plpendln 4-ilico del

/Yy
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~ acido bifenil-2-ilcarbamico (21,6 g, 96,5% de ‘pureza) corho un soélido -

amarillento. MS [M + H'] encontrado 794.6. |

Paso G - Sal fluorhidrato del ester 1-[2- (4-{[(R)-2 (3-formllammo-4- |

hldrox1fen|l)-2 hldrox:etllamlno]metll}-z 5 dlmetllfeml-
_carbamorl)etli]plpendln-4 -ilico del acndo blfenll-2-||carbam|co _ _

A un matraz de 1L de fondo redondo se Ie agrego ‘éster 1 [2 (4 {[(R) -2-
(ter-»butlld|met|Isnlan1IOX|)-2-(3-form|Iam|no-4-h|droxn‘emI)etﬂam|no]met||}-2,5—
dimetilfeniIb_arbamoiI)etil]piperidin¥4—ilico del écido. bifénil¥2-ilcarbémicd (21,5 g
27,1, 'mmol) v diclorometand (200 mI) La mezcla resultante se ag|to a
'temperatura ambiente hasta que se disolvieron los mgredlentes y Iuego se
agrego trifluorhidrato de trietilamina (8,85 mI, 54,2 mmol) y la mezcla resultante
- se agitd a 25°C durante aproximadamente 48 horas. El solve'nlte 'Sé elimind en
un evaporador rotatorio para dar una pasta espesa. Se agregaron
diclorbmefan'o (100 ml) y acetato de etilo (200 ml) a. la pasta y la mézCIa

resultante se agitd durante 30 minutos. La suspensién que se obtuvo como

resultado se filtré lentamente bajo nitrégeno seco y la torta del filtro se 'Ia‘v‘é con

una mezcla 1:2 de dicl'oro'metano y acetato de etilo (100 ml en total), se secod
bajo nitrégeno durante 2 horas y luego se seco al vacio durante todva la noche
para ~ dar el éster 1-[2-(4- {[(R)—2—(3-formi|amino-‘4-hidr'oxi:fenil')—‘2-

hldrox1etllam|no]metll} -2,5- d|met|Ifen|IcarbamoH)etll]p|per|d|n-4 |I|co del “acido

~ bifenil- 2 iicarbamico. como una sal ﬂuorh|drato (25 g, 96, 9% de pureza) que era

un SO|IdO duro similar a una arcilla. MS M+ H encontrado 680,8.

Paso H - éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formiIamino-4'-hidroxifenil)-2-

hidroxietila'mino]metil}-2,5-c_iimetiIfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico "~ del |

acido bifenil-2-ilcarbamico -
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Se purificd la sal fluorhidrato del éster 1-[2-(4-{[(R)¥2-(3-forh1ilamino-4-
hidroxifenil)-'2-hidroxietiiamino]metil}-2,S-dimetilfenilcarbamoil)_etil]piperidin-4- '
“ilico del acido bifenil-2-ilcarbamico (25 g)-on a de 6 pulgadas columna de fase

inversa (fase solida Microsorb) en tres lotes iguales usando una mezcla-entre

10 % y 50 % de acetonitrilo en agua que contenia 1% de 4cido trifluoroacético.

como fase mévil. Se combinaron las fracciones con mas del'99% de purezay

luego se diluyeron con un volumen d'e‘agua. La mezcla re'su_ltah.te‘ sév enfrié a
- 0°Cy se agregd bicarbonato de sodio solido hasta qu'e el pH'de la m'e;cla fue
Ide entre aproxmadamente 7, 5 y 8 0. Dentro;‘ de ."uﬁ tiempo‘ de
aproxumadamente .5 minutos, se desarrollo una suspensnon blanca La
suspensmn se aglto durante 30 mlnutos y luego se flltro La torta del flltro se
Iavo con agua (500 m!) se seco al alre durante aprommadamente 4 horas vy
R luego se seco al vacio durante toda la noche para dar eI ester 1-[2-(4-{[(R)-2-

' (3-formilamin0-4-hidrox‘ifenil)-2-hidroxietiu'a'mino]metfl}-z,5-dimetilfeni’|;

‘carbamon)ettl]pupernd|n-4 ilico del acido b|fen|l 2- |Icarbém|co (12 g 99+% de

.pureza) como una base libre semi-cristalina.
Exeinplo 6 | A S o
‘Ester . 1- [2 (4-{[(R) -2- (3-formlIammo-4-hndroxnfen|I)-2-

hldromet|lam|no]metll} -2, 5 dlmetllfenllcarbammI)etll]plpendln-4-|||co del _

acido bifenil-2-ilcarbamico

Paso A . ester . 1-2-(a1, 3]D|oxo|an-2-|l-2 5-'

' dlmetllfenllcarbammI)etll]plperldm-4 |I|co del acido blfen|I-2-|Icarbam|co
. Aun m_atraz de 500 mi de fondo redondo sele agregaron éster plpendm-

- 4-ilico del 4cido bifenilfz-ilcarbémico (17,0 g, 58 mmol) y N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-

* 2,5-dimetilfenil)acrilamida (13,'1 g,l52,9 mmol). Se agregaron etanol (150 m'l) y

/ce
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- diclorometano (150 mi)-para formar una suépensién. La mezclardé reaccion se
~ calento hasta entre 50°C y 55°C durante aproximadamente 24 horaé y luego se
. enfrid a temperatura ambiente. La mayor parte del solvente se ellmlno en un
‘ evaporador rotatono obtenlendo como resultado una su3penS|on eSpesa Se
- agrego etanol {grado reactlvo) para folrmarv , un , volumen total de-
--éprqximadamehte 200 mlyla mezcla resultante se Calento_ hasta 80,°‘C y luego
_se enfrid lentamente a temperatura ambiente. L'a‘susp:ehs'ic"m blanca »espésa
que se obtuvo como resultado se filtrd, se !avo con etanol (20 ml) y se secb aI '

'.vamo _para  dar el éster - 1 [2 (4 [1 3]D|oxo|an -2-il-2, 5-

d|met|Ifen|Icarbamoul)et|l]p|per|d|n -4- !|ICO del aC|do bifenil-2- |Icarbam|co (23 8 g,
aprommadamente 98% de pureza) como un b|anco solido.

Paso B - Ester 1-[2-(4-formil-2,5- dlmetlIfeml-carbamoul)etlI]plperldm-

_ 4-ilico del acido blfen|I-2-|Icarbam|co

A un matraz de 500 ml de fondo redondo se le. agrego ester 1-[2-(4-

[1 3]D|oxolan -2-il-2, 5- dtmetlIfenllcarbam0|l)et|l]plperldin 4 I||CO del aC|do bifenil-

2-|Icarbam|<_:o (15 g, 27,6 mmol) y acetonitrilo (150. mI) para formar una

,s'uspens{ién. Se agrego. acido clorhidrico ‘acuoso 2 M (75 ‘_ _r.nl).y.rla mezcla

resultante se agitd a 30°C durante 1 hora. Luego_ se enfri6 la mézcla hasta la

témperatu'ra- ambiente y sé‘ agregé acetato de etilo (150 ml)' Se agregé

- hidréxido de sodio acuoso 2 M (75 ml), se controlo eI pH y se’ agrego mas
. hidrdxido de sodio 2- M hasta que el pH de la solumon estuvo dentro deI rango

~entre 9 y 10. Se separaron las capas y la fase organica se lavé con salmuera

dilUidav(75 rhl; salmuera/?gua 1:1), se secod sobre sulfato de sodio anhidro y el

solvente se eliminé en un evaporador rotatorio para dar el éster 1-[2-(4-formil-

2,5-dimetilfenil-carbamoil)etillpiperidin-4-ilico del acido _bifenil-2-iicarbamico

765
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‘ (12 5g, aproxmadamente 98% de pureza) SI se desea se puede aumentar la
pureza de este intermediario formando una suspensmn con etanol (3
" volumenes de etanol) calentando la suspensién a 80°C y luego -enfriando
lentamente a temperatura amblente y aislando por filtracion.

-Paso C - éster 12 (4-{[(R)-2 (ter-Butlldlmetllsﬂamlom)-Z (3-
formllammo-4 h|dr0)ufenll)et|||mmo]metll} -2, 5- _
dlmetlIfenllcarbamml)etll]plperldln-4 |I|co del acndo blfenll-2 llcarbamlco

A un matraz de 250 mI de fondo redondo se le agrego ester 1-[2- (

formil-2, 5- dlmetllfemlcarbam0|l)etll]p|per|d|n 4-jlico del _ aC|d0 b|fen|! 2- _‘

‘||carbam|co (7,7 g, 14,2 mmol) y sal con acido acético de la N-{5 [(R)-Z-Ammo-

’1-(ter—butlldlmenlsnan||0X|)et||]-2-h|dro>(|fen|I}formam|da (5,8 g, 15,6 mmol). Se '

agregd metanol.(100 mi). para formar una suspension y esta mezcla se agitd a
" entre 45°C y 50°C bajo nitrogeno durante 1 hora. Luégb ‘se enfrio la mezcla
- hasta la témperatura ambiente y se-le agrego toluen_d (50 ml') y el solvente se
elimind en un evaporador rotatorio a uné temperatura dentro del rango éntre

35°C y 45°C. Se agregé tolueno (50 ml) al residuo y se eliminé el solvente pa‘fa

Cdar el éster . 1-[2-(4-{[(R)-2 (ter-Bumd.memsaianuox.)2(3-'form‘i|amino-4-'

h_idroxifenil_)etilimino]metil}f2,5-d1met_:lfen|Icarbam0|l)etul]plper|d“|n-4-ilic'o © . del

4acido bifenil-éfilcarbémvic'o (12 g) como un sélido amarillo-anaranjado. -

Paso D - éster 1-[2-(4-{[(R)-2-{ter-Butildimetilsilaniloxi)-2-(3-

form'il‘ar‘nino-4v hidroxifeniI)etilamin'o]metil}-2 5- difﬁ'etillfenil-' '
carbamon)etll]plperldm-4-|llco del acldo blfen|I-2-|Icarbam|co

A un matraz para hidrogenacién se le agrego éster 1-[2-(4- {[( )-2 (ter-
BUtiIdimetilsiIaniloxi)-2-(3-formilamino-4,-hidroxifeniI)etiIimino]metiI}72,5—

dimetilfenilcarbamoil)etil)piperidin-4-ilico del 'écido'bifeni|-2-ilcarbémico (469)y

6y
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<2-metiltetrahidrofurano (50 m'I)‘.; La m'ezcla‘resultante; se égité hasta que se

disolvio el sélido (aproximadamente 5 min) y luego se purgé la mezcla con

nitrogeno. Se agrego platino sobre carbono (920mg, 5 % peso en peso, sobre

un soporte de carbon activado) y la mezcla se 'hid'rogen() a 50 psi (Agitador

Parr) duranté 6 horas. Luego se filtro la mezcla a través de Celite_y- se lavo el
Celite' con 2- metiltetrahidrofu‘raho (10 ml). Al fiItradd se l'é' agregd. un gel de
smce modlflcado con tlopropllo (20% en peso de solucuon S|I|cycle) y esta

mezcla se agito'a entre 25°C y 30°C durante 3 horas. Luego se flitro Ia mezcla

a traves de Celite y se concentrd para eliminar eI solvente El residuo. se.
disolvié en metanol (5 mI por gramo de reSIdUO) y Iuego la solumon que s¢

. obtuvo como resultado se agrego Ientamente a una mezcla 1:1 agitada

vigorosamente de blcarbonato de sodio acuoso. saturado y-agua (40 ml por
gramo de residuo). La suspensidn blancuzca que se obtuvo como resultado se

agité durante 20 mihutos_y‘ luego se filtro. La torta del filtro se lavé con agua (20

~ volumenes), se seco al aire durante-3 horas y luego se secd al vacio a

temperatura ambiente duranfe- toda la n@c'he para dar el éster 1-[2-(4-{[(R)-2-

(ter-butildimeti‘lsilaniIdxi)-2-(3-fdrmilamiho.-4—'_hidrbxifenill)étilamino]metil}}-2,5-‘

dimetilfenilcarbamoil)étil]piperidin-4-i|ico del . acido bifenil—2-i|carbé3niicp
(recuperacnon del 80% aproxnmadamente 96% de pureza) |

Paso: E - Ester 1-[2-(4- {[(R)-2 (3-formulammo-4 h|dromfen||)-2-

hldroxletllammo]metll} -2 5-d|met|Ifenll-carbam0|l)etll]plperld|n-4 |I|co del‘

B acndo blfen|I-2-|Icarbam|co como sal L-tartrato

A un matraz de 200 ml de fondo redondo se le agrego éster 1-[2-(4-
{[(R) 2- (ter~butlld|met||3|Ianllox;) -(3—form|Iam|no-4-h|droxnfen|I)etllam|no]metll}-

2.5-d|met|Ifen|Icarbam01l) _tll]plperldin-4-i|_ico del acido bifenil-2-i|ca’rbémicb (3.8
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g, 4.8 mmol) y 2- metnltetrahldrofurano (40 ml). La mezcla resultante se agitd a
temperatura amblente hasta que | 'se__ d_|soIV|er_on los lngred|entes
(éproximadamenie 15 min) y luego se agregd trifluorhidrato de trietilamina
(O 94 ml, 5,76 mmol) y la mezcla resultante se agité a 25°C durante

.aproxmadamente 24 horas A esta mezcla se le agrego una mezcla 1: 1 de

-bicarbonato de. sodio acuoso saturado y agua (40 ml) y 2—met|ltetrah|drofurano
y la_mezcla resultante se agito hasta que se“ disolvio el solido (solucion pH™

aproxlmadamente 8). Se separaron Ias capas y la fase orgamca se lavo con )

salmuera (30 mi), se seco sobre sulfato de SOle ‘anhidro, se flltro y se

concentré en un evaporador rotatorio. El residuo se d1solvno ‘en .2-'

metilfetrahidrofurano (50 mi) y se agregé éCido L-tékféri'cd sélid6'(650mg). L
"lmezcla resultante se agito a entre 25°C y 30°C durante 18 horas y Iuego se
filtré a traves de papel de filtro. La torta del “fitro se lavo con 2-
: met|ltetrah|drofurano-(1O ml), isopropanol (10 ml) y_se puso lnmedlatamente al
vacio para dar el éster 1-[2-(4-{[(R)¥2-(3-formilamin‘d-ﬂ4-:hidroxifen'iv|)-2—
hidroxietilamino]metil}-2,5;dimetilfeniI-cérbamoiI)etiI]pipefidin_-4_-i|it:o del . 4cido
bifenil-2-ilcarbamico como sal del &cido L- tartarico (3,7 g, >97 % de ;;')ur'eza')'
o Paso 'F - éster 1-[2- (4 {[(R)-2- (3-formllam|no-4 hldrox1feml) 2-
' hldroxletllammo]metll} -2 5-d|metnIfen|IcarbamoaI)et:l]plperldm-4-1llco " del
acndo blfeml 2-ilcarbamico ' ‘ '

A un matraz de 250 ml de fondo redondo se.le agrego ester 1- [2 (
{l{R)-2- (3 formllam|n0-4 hidroxifenil)-2- hldrOX|et|Iam|no]met|I} 2,5- | '
'd|met|lfenllcarbam0|l)etll]plperldln 4-ilico del aC|do bifenil- 2 llcarbamlco como
Sal del acndo L- tartarico (3,5 g) y metanol (35 mI) y la mezcla resultante se aglto

durante 15 min. Se le agrego una mezcla 1:1 de bicarbonato de sod|o acuoso
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_s‘..atVUradro. y agua (70 ml) durante el transcuirso de un "periodo"»de' 5 {min y se

siguid agitando:durante 2 horas: La suspensién blancuzca que se obtuvo como
| resultédcﬁt se filtr'él y la torta del filtro se lavé con agua (20 mi), se seco al aire
durante 2 horas y luego se secd al vacio durante toda la noche ﬁpara d'ar el
ester  1- [2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2- hldrOX|et|Iam|no]met|I} 2,5-
"d|met|lfen|Icarbam0|i)et||]p|per|d|n-4 |I|co del acido bifenil-2- ||carbam|co (2,3 g)
.como una base Iubre semi- crlstallna | |
| Se obtuviéron espectros de 'Hy "C RMN | para una muestra del éster 1-

[2-(4- {[(R) -2-(3- formllamlno 4- hldromfenll) -2- h|drOX|et|Iam|no]met|I} -2,5-

, dfmetllfemlcarbam0|l)et|I]p|per|d|n—4-|I|co .del acido blfenll-2-|lcarbam|co .(22 2'_

mg en aproximadamente 0,75 ml. de DMSO de) a temperatura amblente-v ‘

‘usando un espectrometro RMN. JEOL ECX-400 -

| 'H RMN (400 MHz DMSO ds), lsomero mayorltano 59, 64 (br 1H) 9,54
| (brs, 1H), 9,43 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 8,03 (d, J = 1,9, ,1H), 7.25-
7,45 (m, 9H), ~7;3.(nd, 1.H), 7,07 (s, 1H), 6,88 (dd, J = 8,2, 1,9, -1A‘H),. 6,79 (d, J =
8;2, 1H), 5,15 (br, '1H),l4,53 (dd, J = 7.3, 4,7, 1H), 4,47-,(m, 1H), ~3,65 y ~3, 60

(par AB, 2H), 2,68 (br m, 2H), ~2,59 (nd, 4H) 2,44 (brt, J ='6,5, 2H) 2,20 (s,

3H), ~2,17 (br m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,73 (br. 2H), 1,44 (br q, J -'~90 2H)
- 'H RMN (400 MHz, DMS‘O_-da), isémero mlnorl_tarlo, 3 9,64 (br, 1H), 9,43
(s 1H), 9,26 (br d, J = ~7,0, 1H), 8,67 (5, 1H), 8,50 (br d,"J = ~7,0, 1H), 7,25-

'7-,45 (m, 9H), ~7,3 (nd, 1H), 7,07 (s, 1H), ~7,07 (nd, 1H), 6,95 (dd, J =83, 1,8,

1H), 6,83 (d, J = 8,3, 1H), 5,15 (br, 1H), 4,47 (m, 1H), ~3,65 y ~3/60 (par AB,

2H), 2,68 (br m, 2H), ~2,59 {nd, 2H) 2,44 (brt, J = 6,5, 2H), 2,20 (s, 3H), ~2,17

(br m, 2H),.2,14(‘s,' 3H), 1,73 (or, 2H'),‘.1",44‘ (br g, J = ~9,0, 2H). o B
G RMN (100 MHz, DMSO-dp), isémero mayoritario, & 170,0, 159.9,

)



153,9, 145,5, 1393, 137,6, 1352, 135,0, 134,8, 1334, 1334, 130,2,°130,2,

1286, 1282, 127,8, 127,4, 1272, 127,0, 126,1, 1257, 1256, 121,7; 1186,

114,5, 71,4, 70,0, 57,4, 53,9, 50,3, 50,1, 33,7, 30,7, 18,2, 17,5.
C RMN (100 MHz, DMSO-dg), isémero minoritario, 5 170,0, 1634,
153,9, 147,8, 139,3, 137,6, 135,7, 135,2; 135,0, 134,8, 133,4, 1334, 130,2,

130.2, 1286, 1282 127,8, 1274, 127,2, 127,0, 126,1, 1257'123,0, 119,6,
_1156 710700 97,3,53,9, 503 50,1,337 307 18,2, 17,5. | |

Los espectros 'H vy 13C RMN mostraron la presencia de un isémero

mayontano (aprommadamente 82 por C|ento en moies) y un isémero mlnontano'

(aproxrmadamente 18 por ciento en- moles) que se cree que son |someros

rotacnonales que se obtuvieron como resultado de la rotacmn |mped|da '
‘alrededor de la union -NH-C(O)H. Se cree que el grupo femlo esta en syn con .
. 'respecto al omgeno del carbonilo en el |somero mayontarlo y ant/ en el isomero

' mlnorltano

EjempIOT A _
Cristales de siembra de la Forma Il del éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-

‘ formilamino-4- hldrOXIfenll) -2- hldrOX|et|Iam|no]metll}-2 5-

dlmetllfen|Icarbam0|I)etll]plperldln-4-lllco del ac1do blfeml-Z-llcarbamlco

_Se disolvi6  éster  1- [2 (4- {[( )-2-(3- formllam|no-4 h|drOX|fen|I) 2—

»h|drox1etllam|no]metn} -2,5-dimetilfenil- carbam0|l)et|l]p|pend|n 4 ilico del aC|d0'

bifenil-2-ilcarbamico semlcnstalrno (500mg) en metanol (50 ml) y se agrego

agua hasta alcanzar el punto de turbidez. La mezcla resultante se aglto a 25°C . o
durante 3 horas y el maternal cristalino que se obtuvo como resultado se atslo
. 'por filtracion para dar eI ester 1-[2- (4 {[(R) 2- (3-formllammo 4- h|drOX|fen|I) -2-

‘hldrometllamlno]metll} -2, 5 d|met||fen|Icarbamon)etll]plperldln 4- |I|co dei ac:|do
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‘bifenil-2-ilcarbamico cristalino (420mg). Se détermihc’j que _esta' _bésé I_ibré
'cristé[lina tenia una grafica de calorimetria diferencial ‘de barrido (DSC) que
mostré un pico en ell flujo dé- caldr endotérmico al entre,aproxirﬁadémenté
' ._142°C y aproximadamente 150°C; y un pétrérj de difraccion de rayos X sobré
pbl_vo {PXRD) con ‘picds de difracci()n’significativos, entre otros picos; en
-~ valores 26 de aproximadamente 20,7 +0,3,21,6 +0,3, 225+ 03y 23‘,2 +0,3.

Esta forma de base libre cnstallna se denommo fa - Forma . Se revela

informacion admnonal sobre Ia Forma Il y otras formas de base libre cristalina _

de este compuesto en la Solucrtud de los EE Uu. No ., asignada. en

v:forma conjunta presentada en cada fecha con Ia m|sma (N de caso P 222-
US1) y en. Ia Sollcntud Prowsorla de los EE.UU. No 60/794. 709 presentada el
25 de Abnl 2006; cuyo contenido se incorpora aqun €OMo referencna en su
tQtalldad. | -
Ejemplo 8 . . _

| Cristalizacion de,la Forma Il del éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3;formiI.amino-
44hidroxifenil)-2:-hidroxietiIamino]metil}-2,5-dimetiIfenilcarbamoilv)et‘ill .
'piperidin-4'-_ilico d.'el acido bifenil-2-i|carbémicd | |

_ ,A un matraz de 3 L de fondo redondo con trés;. bocas~equipado.con un

agitador superior, control de.tempefatura' y embudo para radicio.n'es se le
agrego ~ éster - 1-[2- (4 {[(R)-2-(3 -form|lam|no-4 h|drOX|fen|I)2- »

'hldrOX|et|Iam1no]met1I} -2,5- d|metllfenulcarbamon)ehI]plperldln 4 ilico del a0|do'

blfeml 2- ||carbamrco semlcnstallno (14 g)y metanol (1, 4 L) Se agrego agua

(500 mr) en una porcnon y se agregd mas agua (200 ml) Ientamente hasta

alcanzar eI punto de turbidez. Se agregaron cnstales de snembra de ester 1- [2-.

(4-{[( R)-2-(3-fo_rm|Iam|no.-4-h|drOX|fen|I)-2-h|drOX|et|Iarnlno]metll}-2,5-d|met_|lfen||-

3
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carb'amoill)etil]piperidin-4-i|icc§ del acido. b-ifenil-2-ilcarbémico- de Ia Forma Al

l(50mg) y la” mezcla resultante se agito a 25°C durante 3. horas despues de

cuyo tiempo se. desarrollo una suspensmn que fluua Ilbremente Se agrego
agua (300 ml) durante un periodo de 15 minutos y’la mezcla resultante se ag:to
a.25°C d_Urante toda la noche. Luego se filtro la mezcla. yla tdrta' del filtro se
lavé con agua (100- ml), se seco al aire durante aproximadamenté 2 hofas y

luego se secd al vacio a -temperatUra ambiente durante 48 horas para dar el

éSter 1- [2 (4-{((R)- 2-(3- formllammo 4- h|drox1fenll) 2- hldrOX|et|Iam|no]metll} -2,5-

.dimetllfen|Icarbam0|l)et|l]p|per|d|n -4- |I|co 7 de_I : amdo blfenll 2-ilcarbamico
cristalino (12,5 g, 99,6% de pureza) Se determind que esta sa} cristalina e_ra.de
la Forma . |

. Ejemplo 9

Ester 1- -[2-(4-Formil-2,5- dlmetllfemlcarbammI)etll]plperldln-4—|llco

del acido blfen|I-2 ilcarbamico

Paso A - 4-yodo -2, 5-d|metllfemlamma

A una solucion de 2,5-dimetilanilina (20g, 165 mmol) en una mezc|a'_1 1.

de diclorometano y metanol (400 ml) se le agrego bicarbonato de sodio (20,8g,
250 mmol) y dlcloroyodato(l) de tetrametllamonlo (44,79, 165 mmol) La mezcla

resultante se -agité a temperatura amblente durante 1 hora y Iuego se agrego

| agua (500 ml). La fase organlca se ellmlno y se Iavo con. tlosulfato de SOdIO'

| acucdso al 5% (500 mI) y salmuera (500 mi). Luego se seco la fase organlca

sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtrd y concentrs al vacio para dar 4-

yodo-2,5- dlmetnfemlamlna (39 6 g, 98% de rendlmlento) E'I producto se ut.il'-iz'()‘

sin mas purlflcauon

Paso B - N-(4-yodo-2,5-dimetiifenil)ac_riiamida L



81

A'una solucion de 4-yodo-2,5-dimetilfenilamina (37,2 g, 151 mmol) en

diclorometano (500 mi) se le agregé bicarbonato de sodio (25,4 g, 302 mmol).

La mezcla resultante se enfrié a 0°C y se agregé lentamente cloruro de acriloilo’

(12,3 ml, 151 }mmo!) durahte un.periodo de 25 minutos. La mézcla'resultante

- se ag|to a temperatura ambiente durante toda la noche y Iuego se f||tro Se -

redu;o el volumen del filtrado hasta aprommadamente 100 ml y se formo un

precipitado. El precipitado se filtré, se seco, se Iavo con agua (1 L) y Iuego se
-secd nuevamente para dar N-(4 yodo-2,5- dlmetllfenll)acrllamlda (42 98g, 95%

dé pureza 90 % de rendlmlento) El producto se utilizé sin mas pur|f|caC|on

Paso C - ester 1- [2 (4-yodo-2, 5-d|met|Ifen|Icarbam0|l)etsl]plpend|n-4-

»|I|co del acido. blfen|I-2 llcarbamlco

A una solucion de’ N-(4- yod025d|met||feml)acrllam|da (32,2 -g, 107.

mmol) en una mezcla 6 1 v/v de NN-dlmet|Iformam|da e |sopropanol (700 mt)

se le agrego éster piperidin-4-ilico del aC|d0 b:fenll 2- |Icarbam|co (36 3 g, 123,

~mmol). La mezcla resultante se calento hasta 50°C durante 24 horas y Iuego a

- 80°C durante 24 horas. Luego se enfno Ia mezcla de reaccion a temperatura

_ambnente y se concentro al vacuo El resnduo se disolvié en dlclorometano (1 L)

y esta solucion se lavo con acido clorhidrico acuoso 1N (500 mi), agua (500

mlj, salmuera (500 ml) y 'solucidn v.acuosa'saturada de bicarbonato de sodio -

(500 ml). 'Luego se .s‘eCc’) la fas-é organica sabre sulfato de magnesia 'anhi'dro y

se filtr6. Se agregd etanol (400 ml) y la mezcla resultante se concentro al vacic

- ’,_hasta un volumen de aproxumadamente 400 mI despues de cuyo t|empo se

formo un precnp|tado El precnpltado se filtro y se seco para dar eI ester 1 [2 -(4-
yodo -2,5- dlmetllfenllcarbam0|l)et|1]p|per|d|n 4-ilico ‘. del - X amdo blfen|I-27

'||carbam|co (69,69, 84% de pureza, 79% de rendlmlento) Wz: ‘[M.{ H+]

Iy
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calculado para ngH32IN303 598 49, encontrado 598, 5
Paso D - éster metilico - del - acldo 4-{3: [4 (Blfeml-2-

|lcarbam0|loxu)p1pend|n 1-|I]prop|on|Iam|no} -2, 5-d|met|lben20|co B

A una solucion de éster 1- [2- (4 -yodo-2 5 d|metllfenlIcarbamon)etll]v

: piberidin-él-'ilico del acido bifenil-z'-rilcarbamlco (56 g, 94 mmol) en una mezcla
| S:ﬁ viv de N,N-dimetilformamida y metanol -(6(:)()' ml) se le égregairon
dnsproplletllamlna (49 ml, 281 mmol), 1,3-bis(difenilfosfino)propano (3,9 g, 9.4
mmol) y acetato de paladno(ll) (2 19, 9,4 mmol). La n"lez.cla resultante ée 'p,ur'gé
con monoxido de carbono y luego se agité durante toda la noche a-entre 70°C
y 80°C bajo una atmosfera de monodxido ae carbqno '(pr'esi()h' qoh globc)). La

mezcla de reaccion se concentré al vacio y ‘el residuo se disolvid en

diclorometano (500 ml). Esta mezcla se lavo con acido clorhidrico acuoso 1IN’

(500 ml), agua (500 ml) y luego salmuera (500 ml). Luego se s'ecé'la"fase

orgénicé sobre sulfato de magnesio -anhidro_; se filtré'y Iuégo se.cohc.:en‘tré al
';vacio El residuo se mezclé con etanol (aprokimadamedte'5'1 volumen en peso
etanol a resnduo) y la mezcla se calento hasta que se disolvio todo el mater|a|
solido. Esta soluuon se dejo enfrlar Ientamente hasta la temperatura ambiente
y eI preC|p|tado que se obtuvo como resultado se aislo por flltramon para dar el

‘ester  metilico del acido  4-{3-[4-( Blfen|l-2-|lcarbam0|IOX|)plpendm-_1-

'-iI]propioni|arﬁinQ}-2,5—dimetilbénzoico (4‘7',3 g, 97% de pureza, 92%  de _
rendimiento). M/z: [M + H'] calculado para CsiHasN2Os 530,63; encontrado:

5304,

Paso E_  Ester  1-[2«4-Hidroximetil-2,5-

dlmetlIfen|Icarbamoul)etll]plpendln-4-|I|co del acido bifenil-2- |Icarbam|co :

~ Se enfrid a O°C una solumon de ester metmco del acndo 4- {3 [4 (B:feml-

3¢
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- 2- |Icarbam0|lom)p|per|dm -1- |I]proplon|lam|no} 2,5- dlmetllbenzomo (49,8 g; 93,9

_ mmol) en fetrahidrofurano (200 mI) y se agrego hidruro de alumlnlo y litio (10 7

' g,»281,7 mmol) por porcnones (10 x 1,07 g). La mezcla resultante se agito
durante 3 horas y luego se agregd. agua (iO,f/’ ml); seguidé_d,e ‘h'id'ré'xido de
.éodio acuoso 1N (10,7 ml) .y‘més‘agua'(32 1 nl1l)' Esta mezc|é se égité durahfe
toda la noche y -luego ‘se filtro. La fase organlca se concentro al vacio y el
reS|duo se mezclo con acetato de etilo (aprOX|madamente 5:1 volumen en peso

de acetatode etilo a reSIdUO). Esta mezcla se calentd hasta que se dISO|VIO

todo el materlal sélido y luego. se dejo enfnar la solucion hasta Ia temperatura

‘amblente EI preC|p|tado que se obtuvo como resultado se flltro y se secé para

dar el éster 1-[2-(4-h|droxmetnl-2,5-d|metllfenllcarbam0|l etll]p|perld|n-4-|l|co del
Aacido 'bi-fenil 2-ilcarbamico (24,6 g, 95% de pureza, 47 5% de rendlmlento)
Este materlal se ut|||zo sin mas punﬂcamon Mz [M + H] calculado para
CaoHasNsOa 502,62; encontrado 502,5. ‘ .
Paso F - éster 1-[2 -(4-Formil-2 5-d|metllfemlcarbamo:l)etrl]plperldm-
4-ilico del acido bifenil-2-ilcarbamico | '
" A'una solucion de éster 1-[2-(4-hidroximetil-2, 5-dimetilfenilca'rbamoill)etil]
piperidin¥4 illico del acido bifenil-2- |Icarbamlco (5, 0. g, 10 mmol) en
diclorometano (200 ml) se le agregod d||soproprlet1iam|na (8,7 mi, 50 mmol) y
, dmetilsulfomdo (5,6 ml, 100 mmol) La‘ mezcla resultﬁnte se enfrié a 0°Cy se
. agregaron complejo de tnomdo de azufre y pmdma (8,0 g 50 mmol). La mezcla

de reaccion se aglto durante 1 hora a D°C y luego se agrego agua (300 ml) La

- fase organlca se ‘elimino y se Iavo con aC|do cIorhldrlco acuoso 1N (300 mI) Yy

salmuera (300 ml) Luego se sech la fase orgamca sobre sulfato de magnesro

' anhldro y. se flltro La solumon que se’ obtuvo como resultado que contema S

133
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éster  1-[2-(4-formil-2,5- dimetilfenilcarbémoil)etil]piperidin-4 ilico‘ del  acido

bifenil-2- 1Icarbam|co se, utlllzo sin mas punﬂcacuon M/z. [M + H calculado para‘

' 'CgoH33N304 500 60 encontrado 500,4.

Ejemplo 10 ‘ ‘ . _
Cultivo Celular y Preparacmn de Membranas a partir de Celulas que
- Expresaban receptores Muscanmcos Humanos M1, Mz, Ms y M4

" Se cultivaron Ilneas celulares CHO que expresaban respectlvamente y
én forma estable los SUthpOS hM4, hMz, hM3 y hM4 del receptor muscarinico
humano Clonado hasta casi confluencia en medio F-1.2‘de HAM'supIemen'tado
“con FBS 10% y Genetlcma 250 pg/ml. Las células ée cultivar'on en . una
incubadora con F‘O?_ 5% a37 Cyse Ievantaron con- EDTA 2 mM en dPBS.
Las células se recogleron mediante centnfugamon a 650 Xg durante 5 minutos
y los pelets de celulas se almacenaron congelados a -80°C o blen !as

membranas se prepararon de |nmed|ato para  ser utlllzadas Para_ la

preparacxon de Ias membranas, los precipitados de celu!as se suspendieron

nuevamente'e'n‘ solucic’)n amortiguadora de lisis y se ho'rth'enizaron con un
homogenlzador de tejndos Polltron PT-2100 (Kinematica AG; 20 segundos X 2

' pulsos) Las membranas sin tratar se centrifugaron a 40.000 x g durante 15

" minutos a 4°C. Lu_ego se resuspendié el granulo de membrana con solucién

y amortiguadofé de pH de re-suspension y se volvib a homogeheiiar con- el
destructor de tejidos Politron. La concentracion de proteinas de la suspension
de membrana se determin mediahte,el método descrito por Lowry et al., 1951,

: JOurnaI of Biochemistry, 193, 265, Tddas' las membranas se almacenaron

_congeladas en alicuotas a -80°C 0 blen se usaron de mmednato Se adqmrleron'

allcuotas de preparado de membranas con receptor hM5 dlrectamente -de

3%
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PerkinElmer, Inc. (W_'ellesley,“l\‘/lA) y se almaéenaron a -80°C 'ha_éta que se

,.thiﬁzaron.
Ejemplo 11

' Ensayo de Unién al Rédioligando para receptores Muscarinicos o

~ Se 'realizaron eénsayos de union -al radioligando " para "réc}eptorés-

: 'fnuscarihicos clonados en placas para microtitulééién de 96 cavidades con un
~ volumen de ensayo total de 100'pl.. Laé membranas de las células CHO que
expresa'bén de forma estable uno de los subtipos Mmuscarinicos hM1; hMa, hM3
hIVI; o hMs se diluyeron con sblucién amortiguadora de ensayo hasta Iés

_siguientes Concentraciones de proteinas blanco espeCifiCas (Mg/cavidad): 10

~ W10 g para hM, 10-15 g para hM, 1'05201pg para hMs, 10-20 ug para hMgy
1-0-_12" pg‘_para hMs, para obtenér sefales similares (cpm). Las membranas se
| -Ahor‘nc:)gevnizaron brevemente usando un homogénizédor de tejidoé Politron (10_

segundos) antes de colocarlas en la placa de ensayo. Se _reélizaron estudios -

_de unién-a saturacion ‘para determinar los valores de Kp. del radioligando

‘usando clorometil L-[N-metil-*H]escopolamina (H}:NMS) (TRK666, 84,0

-_Ci/mmol,',Amersham Pharmacia Biotech, Buk:kiﬁghgméhire‘,' Inglaterra), 'baj‘o
concentraciones vque-variaban en un rango de entie 0,001 nM y 20'nvM, Los
ensayos de desplazamiento para determinar los valores de K; de los

compuestos de prueba se llevaron a cabo con [PH}-NMS en 1 nM y una vez

concentraciones del compuesto de prueba diferentes. Los compuestos de

prueba se disolvieron. inicialmente hasta una concentracion de 400 pM en
solucion amortiguadora de dilucion y luego se realizaron dilucicnes seriadas de

~ 5x con solucién amortiguadora de- dilucién hasta concentracicnes finales que

variaban en uh rango entre 10 pM vy 1.00 uM. Elorden 'y.l‘os"volumehes de

/79



86

g adrcron a‘las placas de ensayo fueron los siguientes: 25 uL del radrohgando 25
‘pL del compuesto de prueba diluido y 50 pL de membranas Las. placas de

'ensayo se mcubaron durante 60 mrnutos a 37 T. Las reacc:ones de unlon se'

termmaron con. una frltracron rapida por placas frltrantes de fibra de vrdrro GF/B

(PerkrnEImer Inc. ) pretratadas en BSA 1%. Las placas f||trantes se Iavaron tres "

'veces con solucron amortrguadora de Iavado (HEPES 10 mM) para elrmrnar la

radloactlvrdad no unida. Despues las placas se secaron al aire y se agregaron

50 pL de fluido I|qurdo de centelleo Mlcroscrnt-20 (PerklnEImer !nc.) a cada

cavidad. A continuaCién se contaron las placas con un contador de centelleo

: Ilqurdo PerkinElmer Topcount (PerkinElmer inc.). Los datos de union se

analrzaron con un anahsrs de regresron no Irneal con el conJunto de software.
GraphPad Prism (Software GraphPad Inc ‘San Diego, CA) usando el modelo ‘

de competencra de un sitio. Los valores de K; para los compuestos de prueba |

se Calcularon a partir de los valores observados de ICso y eI valor de Kp del

radrolrgando usando la ecuacron de Cheng- Prusoff (Cheng Y; Prusoff WH |

(1973) Brochemrcal Pharmacology, 22(23):3099- 108) Los valores de K fueron'

convertldos en valores de pK| para determrnar la- medra geometrlca y los
" intervalos de confianza del 95%. Estos valores estadisticos resumidos fueron
cdnvértidos a bantinuacién nuevamente en valores de'K.i' para pbder informar
los datos. . _ | | _

En este erlsayo, un valor bajo de K; indica gque el combuesto da prueba
: ﬁerwe una m.ay‘or afinidad de union por 'el receptor evaluado. Se descubrio que
el ester . 1-t2_-(4-{[(R)‘-2-(3-fbrmilarniri_o;ti-hidroxifenil).-2_—h,idr‘o'xietillar‘nino]m'etil}-

2,5-dimetilfenilcarbamoil)etiljpiperidin‘4-ilico ~del acido  bifenil-2-ilcarbamico

(compuastq lla) tiene un valor Jde jKi mendr'dé 10 nM para los subtipos My, Ma,
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Ma, M4 y Ms de receptor muscarinico.
'Ejemplo 12 R |
Cultavo Celular y Preparacion de Membranas a partlr de Celulas que
Expresaban receptores Adrenerglcos Humanos B1 B2 o [33 '
| | Se cultlvaron casi hasta confluencia lineas celulares de rifion de embnon
humano (HEK- 293) que expresaban de manera estable receptores Biy B
-adrenerglcos humanos clonados 0 Imeas celulares de ovario de hamster chino

(CHO) que expresaban .de m_anera ‘estable receptores B3 adrenérgicos

~ humanos clonados en medios DMEM o Hams F-12 con 10% de FBS,-en '

presencia de 500 pg/ml de Geneticina. La menocapé celular se levantd con
EDTA 2mM en PBS. Las células se recogieron mediante centrifugecién a 1000

rom, y los pélets de células se almacenaron congelados a -80°C, o bien, las

membranas se prepararon de inmediato para ser utilizadas. Para la

| preparacion de las membranas que éxpresaban los receptores By Bz, los
pélets' de células se’ .resvuspendiefonv el_n. solucién _ar‘nlertiguadora :d_e lisis
(HEPES/HCI 10 mM, EDTA 10mM, pH 7,4 a 4 T)yseho mogeneizaron'eon u‘n

. hémOgeneizadof de vidrio de calce ajustado Dbu'nce (30 geipes) e‘n".ll'mielo: Para
| las membranas mas sensibles a proteasas que expresaban el receptor B3, Ios

pelets de celulas se homogeneizaron en solumon amortuguadora de lisis

(Tns/HCI 10mM; pH 7.4) suplementado con una tableta de “Tabletas de Coctel’

" Completo de Inhibidores de Proteasas con EDTA 2 mM" por cada 50 mi de

‘ solumon amortiguadora (Roche Molecular Biochemicals, Ind;anapolns IN). EI

homogenato se centrlfugo a 20 OOO xg,yel granulo resuitante se lavd una vez

con solumon amortlguadora de |ISIS med|ante resuspension y centnfugacuon_

- como se descnblo anteriormente. El granulo fmal fue entonce_s resuspendldo

/78/
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* en solucién amortiguadora del ensayo de union, enfriada en hielo (Tris/HCI 75

‘mM pH 7.4, MgCl; 12,5,5mM, EDTA 1'mM). La concentracion de proteinas de

la suspension de membranas se determing mediante Iko_s métodds"descriptos
en Lowry et al,, 1951, Journal of Biological Chemistry, 193, 265: y Bradford,
Analytical Biochemistry, ‘_ 1976, 72, 248-54. quas llasl membra'has ";s_e
almacena'ron"congeiadas eh -a|icuotas a ;80°C o bien se usaron de.inrrjlediato. '
Ejemplo 13 I -
'Enséyo de Unién al Radioligando con los rééeptorés Adrené.rg'iccll)-s' Humanos
BuBoyBs . | R
Se realizaron ensayos de unién en placas para microtitulécién de 96
- cavidades’ con,.t'm volumen de ensayb total de 100 pL.c'on 10-15 ug de
proteinas de membrana que contenian los receptores ad'renérgicos'- hum'anos
H1, |.J2 o] Bg en solucion amortiguadora de ensayo (Trls/HCf 75 mM pH 74 a
.25°C MgCIz 12,5 mM, EDTA 1 mM, BSA 0 2%) Se reahzaron estudlos de
,unuon a saturamon para determinar los valores de Ky del radlollgando usando

[? H]-dlhldroalprenolol (NETe720, 100 Ci/mmal, _PerklnEImer Life Scnences_ Inc.,

Boston, MA) para los receptores B1 y Bz y ['2I]-(-)-yodocianopindolol (NEX-189, .

220 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA) en 10. u 11
'concentracioneé diferentes que-variaban en un réngo éntre 0,01 nM y-20 nM.
Los ensayos de desplazamiento para determmar Ios valores de Ki de Ios
_ compuestos de prueba se flevaron a cabo con [ H]- dlhldroalprenolol en 1nM y
["**1)-(-)-yodocianopindolol en 0,5 nM para 10 u 11 ‘concentraciones diferentes
| del compuesto de prueba que variaban en un ra‘ngo entre 10 pM y 10 uM. La

unién no especifica se determiné en presencia de propranolol 10 uM. Los

ensayos se incubaron durante 1 hora a 37 T, y lueg o las reacciones de union
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fueron terminadas mediante una filtracion rapida por GF/B, para ios reCépt_ores

‘ [31 y B2o para Io's‘r"ec'eptores -.[33 por placas filtrantes de fibra de vidfio GF/C

(Packard- BaoScnence Co Meriden, CT) prerremOJadas en pollet;lemmma 0, 3%
) 'Las placas filtrantes se lavaron tres veces con solumon amortlguadora de
filtrado (Tns/HCl 75 mM pH 74 a 4°C MgCIz 12 5 mM EDTA 1 mM) para

_-remover Ia radloactwldad no unlda Despues las placas se secaron y se

agregaron 50 uL de ﬂwdo |IQUIdO de centelleo Microscmt 20 (Packard-

BioScience- Co Mernden CT) y Ias placas se contaron ‘con un contador de

- centelleo liquido Packard Topcount (Packard BioScience Co., Me‘rlden, CT). Se
* analizaron los datos de unién empleando analisis de ‘régresién ho‘lineai con el

conjunito de software GraphPad Prism (Software GraphPad, Inc., San Diego,

CA), usando el modelo de 3 parametros para corhpeticic')'n por un 'sitio. Se fijo el

“minimo de la curva en el valor de la union no especifica, segln se determin6

en presencia de propranolol 10 pM Los valores de K; para los cbmpuestos de

prueba se ca|cu|aron a partlr de Ios valores observados de |C50 y.el valor de Kq
del radlollgando usando la ecuacion de Cheng Prusoff (Cheng Y. y Prusoff

WH Bfochem/cal Pharmacology, 1973, 22, 23, 3099 108)

En este ensayo un valor baJo de K; indica que el compuesto de prueba |

:tlene' una mayor aflnldad de union por el receptor. evaluado Se descubrlo que

.el éster 1 [2 -(4-{[{R)- 2 (3 formllamlno 4- hldroxn‘eml) -2- hldrOX|et|Iam|no]met|I}
- 2,5- d|met|Ifen1Icarbamoﬂ)etll]plperldln 4 |I|co del aC|do blfeml 2- |Icarbam|co
(compuesto lla) tlene un valor de K menor de 10 nM para el receptor B2
, adrenerglco y un valor de K; mayor de 1000 nM para los receptores [31 y Bs
: adrenerglcos

Ejemplo 14
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Ensayos Funcioﬁales de Antagonismo para los Subtipos de
receptores Musqarihicos |
Ensayo A - Bloqueo de la inhibicion d_e la acumulacién"de AMPc

mediada por agonistas

En este ensayo, se determino la potencia funcional de un compuesto de’

prueba como antagonista -para el receptor hM; midiendo la 'capac‘:idéd..del

compuesto de prueba de bloquear la inhibicion por oxotremorina de la

acumulacion de AMPC mediada por forskolina en células CHO-K1 que

‘expresan el receptor hM,. Los -ensayos con AMPc se 'Ifeva'ron. a cabo en un
formato de'radioi'nmunoe'nsayb usando el sistema FIashPIate® para ens'ayo de
" activacion de adenilato ciclasa con l-AMPc (NEN SMPO04B, PerkinElmer

Life Sciences Inc., Boston, MA), de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. Las células se lavaron una vez con dPBS y se tomaron con una

solucién de Tripsina-EDTA (0,05% de trlpsma/EDTA 053 mM) como por .

ejemplo se descnbro en la seccion anterior de preparac:on de cultivos celulares

y membranas. Las células separadas se.lavaron dos veces por cehtrifugacién a.

650 x G durante 5 minutos en 50 ml de dPBS‘ Luego se’ s'us'pendic')

nuevamente el preC|p|tado en 10 ml de dPBS y se contaron las células en un

contador de particulas doble Coulter Z1 (Beckman Coulter, FuIIerton CA) Las
'cetulas se centrlfugaron nuevamente a 650 X G durante 3. mlnutos y se las
suspendid * nuevamente en »amortlguavdor de estimulacion. hasta- una
concentracion de ensayo de 1,6 x 1 0°a2,8x10° clélulavs/"ml. |

EI‘ compueéto' de prueba - se disolvid ihicia|mente,',hasta una

" concentracion de 400 pM en amortiguador de dilucion (dPBS suplementado

'cc_)n'1 mg/ml-deBS'A,(O'A%)), y luego se realizé una diluci_ic’m en serie con

/6’>)'
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" amortiguador de. dilucion para obtener .concentraciones molares finales que
- variaron entre 100 pM y 0,1 nM. La oxotremorina se diluyd de forma similar.

Para medir la ihhibici()n por oxotremorina de . actividad de adenilato

crclasa, se agregaron 25 uL de forskolina (25 'p'M concentracion final diluida en

dPBS), 25 L de oxotremorina'diluida, y 50 UL de células a las cavidades de

ensayo con agonista..Para medir la capacidad de un éompuastp de -pr'ue_ba da_

bloguear Ia actividad de la. adenilato ciblasa inhibida por oxotremorina, se

agregaron 25 pL de forskollna y oxotremorlna (25 pM y 5 pM concentracrones ’

‘flnales respectrvamente d|IU|da en dPBS) 25 uL de,l compuesto de prueba
, dIIUIdO y 50 uL de celu!as a las restantes cavidades de ensayo.

- Se rncubaron Ias reacciones durante 10 min a 37°C y se detuweron
mediante la adicion de 100 uL de solu010n amortlguadora de detecmon helada.
-Las placas se seIIaron se incubaron durante la noche a temperatura amblente

"y se contaron a la mafana 'siguiente en un Contador de centellec Ilqmdo

Topcount de PerkinElmer (PerkinElmer Inc Wellesley, MA) La cantrdad de

AMPc produmdo (pmo!/cawdad) se calculo sobre la base de las cuentas |

-observadas para las muestras.y las referencras de AMPC del modo en que se
describe en eI manual del usuario que brinda el fabricante Los datos se
" analizaron con un analisis de’ regresion no lineal con el conjunto de software

'-GraphPad Prism (Software GraphPad- Inc., San " Diego; .CA)'- usa'ndo la

' ecuacion de regresmn no lineal para competencia’ por un sitio. Se uso Ia'

: ecuamon de Cheng Prusoff para calcular Ia Kobs, CON la curva de respuesta ala -

concentracién de ECs0 de la oxotremorrna y la concentracion. de ,ensayo de
oxotremorina como Kg y [L], respectivamente.

En este ensayo, un valor bajo de Kops indica que el compuesto de

785
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prueba -tiénel una mayor actividad funcibﬁal en el .receptor ,e\'/aluad'o.'..-Se
descubrié que el éster  1-[2-(4~{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilaminb]métil}~2 5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidih-4-i|ico del écido

b|fen||2|lcarbam|co (compuesto IIa) tiene un valor de Kops menor de

_aprommadamente 10 nM para el bloqueo de |nh|b|C|on por oxotremorlna de Ia ‘

_acumulamon de AMPc medlada por . forskolina en celulas CHO K1 que

expresan el receptor hM?_ 3 .
Ensayo B - Bloqueo de la Union de [35$]GTPVS Medlada por

_agonistas | o

- En este ensayo funcional, se determiﬁé la pofénciél'funéional de un

compuesto de prueba como un antagonlsta del receptor hM. midiendo ‘la

~ capacidad del compuesto de prueba de bloquear la union a [358]GTPvS_

estimulada por oxotrémorina en células CHO-K1 que expresan el receptor hM..
En el momento del uso, las membranas congeladas se descongelaron y
se diluyerdn luego en solucidn amortiguadora de enséyo .con ‘una

concentracion final del tejido blanco de 510 ug de proteinas por cavidad. Las

membranas' se. 'homogenizaron' brevemente 'usando un homogenizador de.

.tej|dos Pohtron F’T-21OO y tuego se las agreg¢ a las placas de ensayo

Se ‘determiné el valor de ECgo (C oncentramon efectlva para obtener un

90% de fa respuesta maXIma) para la estlmuIaC|on de la unién de [3SS]GTPvS

por el agomsta oxotremorma en Cada experlmento

Para determlnar la capamdad de un compuesto ‘de prueba de inhibir.la

union de [3SS]GTP\/S estimulada por oxotremorina, se agrego lo- S|gu;ent_e.a '

_céda ca\_/id_ad de las placas 96 cavidades: 25 pL de solucién amo-rtiguadora de

ensayo con [SSS]GTPVS (0,4 nM), 25 uL de oxotremorina (ECqg) y GDP (3 uM),
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25 L del compuesto de prueba diluido y 25 pL de membranaé de células CHO

que expresaban el receptor hM,. Las placas de ensayo se incubaron a
continuacién a 37°C durante 60 minutos. Las placas de ensayo se filtraron

- sobre filtros GF/B tratados previamente con BSA 1%, usando un t_;osech_ador

de 96 cavidades “PerkinElmer. Las- placas se lavaron con solucion

- amortiguadora de lavado helada tres veces durante 3 segundos, y luego se
'secaron al aire o en vacio. Se agrego ||qmdo de centelleo Mlcroscmt 20 (50 pi)
a cada cawdad y se sello cada placa, ,despues de lo cual se efectud un
recuento de la radioabﬁvidad con un eduipo To‘p‘co-un_t'el‘j (Perkin Elmer). Loé
datos se analizaron coh un‘anéli‘sis'de» regresion no Iineél con'»eilconj-tjnto de
' .softwére GraphPad, Prism (Software GFaphPa'd, Inc.,'Sah Diego, CA), ‘usando
la ecuacion de regresion no lineal para competencia por un sitio. Se uso la
ecuacion de Cheng-Prusoff para calcular el valor de Kobs, Usando los valores de

ICsp de la curva de concentracion-respuesta para el compuesto de prueba vy la

concentracion de oxotremorina en el ensayo como valores de Kp y [L],

conce_ntraciéh de ligando, reépectiyamente. : '_

En este ensayo, un valor 'bajo de"KQbs;indica"que el c:ompuésto de
pfueba tiene una mayor act,ividrad, anciohal ’e.n el recepfdr _evaluado. Se
déSéubi’ié ‘que el éster 1'-[2-(4-{[(R)-2-(é;forniiléniin6-4-'hidroxi'feni|)-2-
h|droxnetllam|no]metll} -2, 5- dlmetllfenllcarbamon)etll]plperldln 4-ilico del écido
bifenil-2- |Icarbam|co (compuesto a) tlene un va|or de Kobs menor de
-aprommadamente 10 nM para el bloqueo de la union a [35S]GTPVS eshmulada
por oxotremorma en células CHO K1 que expresan el receptor th

Ensayo C - Bloqueo de la Liberacién de calcno mediado por agonlstas

medlante ensayos FLIPR
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‘ En. este ensayo funCioh_él', se determihc’a la poténcié.funcibha{ de un
Compuesto de brueba cOmo un ahtagonisié de recépfores hM;, hMj3 y‘cMs
midiendo la capacidéd dei' compuesto- de prueba de inhibir los aumentos del
| calcio mtracelular medlados por agomstas
‘Se sembraron celulas CHO que expresaban de- manera estable los

receptores en placas FLIPR de 96 cawdades la noche anterlor ala reahzamon

,deI ensayo. Las células sembradas- se lavaron dos veces con Solucion-

amortiguadora de pH para FLIPR (HEPES 10 mM, pH 7.4, Clorgro.de \c'alc‘io 2

MM, probenecid 2,5 mM en solucion salina de Hank con_pH -amortiguado

(HBSS) sin cél,cionj maénesi_o) usando Ce,llwash’(MTX._L‘absystéms;'Inc;.) para

7 :'e.zlimina'r los medios de cultivo.. Después del lavado, ;éada-"qaﬁdad" contenia
50 pL de soluc‘ién .amovrtiguadbra’ de pH para FLIPR. Las células _se-:i-ncubaron
' Iu‘egb con FLUO-4AM 4 pM (se ﬁreparé"u'na solucion 2X) a razon de 50
pl/cavidad', durante 40 minutos a 37 €, didxido de carbono 5%..Después' del
periodo de incubacién con el colorante, las células se |>avaro_n dos veces con
“solucion am,ortigu'adora FLIPR, dejando un volumen final de 50 pl en cada
~cavidad. | - |
- Se determind la estimulacion depéndiehte de Ia.dosis de Ialibéraéig’m de
Ca®" intracelular para ‘oxotremorina de tal manera que se -fpu‘diesle"m'e'dir el
compuesto de prueba contra la estlmuIaC|on por oxotremorlna a una

concentracnon ECgo Las . celulas se mcubaron pnmero con solucnon

famortlguadora de pH para dI|UCIOn det compuesto durante 20 minutos y Iuego‘ '

se agrego oxotremorlna Se genero un valor de ECgo para oxotremorlna de
' acuerdo -con el método detallado que se descrlbe mas adelante en Ia seccuon

de med|C|on de FLIPR y reduccion de datos junto con la. formula ECr =
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‘((F/‘}OIO-F)"_‘UH) * ECso. Se pfeparé una concentraciéon de oxotremorina de 3 x
| ECk en .placas de estimulaaién de tal manera que ae agfegé una c_oncentra,ci‘éh
ECgo de oxotremorlna a cada cavidad en placas de ensayo de prueba

" Los parametros usados para el FL|PR fueron exposncnon de 0,4
segundos, intensidad del laser de 0,5 watts, Iongutud de onda de ex_cntamon de

488 nm y Iohgitud de onda de emisién de 550 nm. Se' .determiné la linea de

base mldlendo el cambio de la fluorescenma durante 10 segundos antes de la:

ad|0|on de. oxotremorlna Despues de la estlmuIaC|on con oxotremorlna el
' FLIPR m|d|o de manera continua el camblo de fluorescenc:|a cada entre 0,5y1
| segundo durante 1,5 minutos ‘para capturar el maanq cambio de
fliorescencia.. | ” | | | | | |

| . El cambio de fluorescencia se expfasé como la fluorescencia m_éxinﬁa
ménos. la quQra'scencia-basal para cada" cavidad. Los datos sin .pro'cesar se
.anafizaron contra el logaritmo de la concéhtracién del compuesfo de prueba
por' regresion nd lineal con GraphPad Prism (Software GraphPad Inc., San

, Dlego CA) usando el modelo sigmoidal para respuesta a fa d03|s mclundo de

fabrica. Los" valores de Kobs del antagonlsta fueron determmados por Prlsm )
‘usando el valor de ECso de oxotremonna como Koy el valor de ECgo de

oxotremonna para la concentramon de! Ilgando de acuerdo con Ia ecuacion de

Cheng Prusoff (Cheng & Prusoff, 1973).

“En’ este ensayo un valor baJo de Kob5 indica que el compuesto de

prueba tiene una mayor actividad funcional en el receptor evaluado Se .

‘descubri6  que el- éster.  1-[2 4-{[(R)-2-( -formllam|no4 h|droxn‘eml) 2.

hidroxiéti!afnino]metil}-2,5-dimetjlfeniICarbamoil)et|l]p1per|d|n-4-|llco del acido

bifenil-2-ilcarbamico (compuesto fla) tiene un valor de Kgps menor- de

| /?7
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_éproximadament_e 10 nM para el bloquec.ide Ia’Iibverac_i(Jﬁ de célcio.‘mediada'pOr
agonista en células CHO que expresan de manera estable I‘os.revcept'ore‘s hMys,
hM; y CM5‘. ' |

| Ejemplo 15 '

Ensayo FIashPIate® para AMPc en celulas completas en Imeas _

'celulares- HEK-293 y CHO que expresan de manera heteréloga a los:

receptores B+, B2 o B3 adreriérgicos humanos .

Los ensayos de AMPc se realizaron: en_ un formato de

radlommunoensayo usando el Slstema de Ensayo FiashPlate@ de Actwacuon '

de la Adenalato ciclasa con ["*°l] _AMPC -(NEN SMP004, F’erklnElmer Llfe
Smences- Inc., Boston, MA) de acuerdo con Ias mstrucmones del fabncante
Para la determmamon de la potenma como agonlsta de los receptores B1 y [32

(ECSO) se- cuitlvaron lineas celulares HEK 293 que expresan de manera

estable receptores B1yB: cionados humanos casi hasta confluen_cna en DMEM

suplementado con 10% de FBS y Geneticina (500 pglrhl). Para la
determinacion de la potencia como agonista del recepior B3 (ECsp), se cultivo.la
Iihea de células CHO-K1 que expresan de manera estable receptores s
‘adrenérgicos clonados humanos casi a ”cdnflgéncia'en‘ medios Hamé F-12

suplementados con 10% de FBS y Geneticina (250 pg/ml).- Las células se

"Iavaron con PBS y se’ separaron en dPBS (solucién;'salina' de fosfatos

amortlguadora de Dulbecco sin CaCIg ni MgCl;) con-EDTA--2'mM o uha .

'solumon de Tnpsma EDTA (tnpsma 0 OS%/EDTA 0, 53 mM) Despues de contar

las células en un contador de células Coulter las celulas fueron precnpltadas

. por centnfugamon a 1.000 rpm y resuspendldas en solucion amortlguadora de

_estimulacion con IBMX (Conjunfo de Elementos PerkinEimér) preca'ientada
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‘hasta temperatura amblente en una concentracuon de entre 1 6 X 10S y 2 8 X

' ’106 celulas/ml Se usaron aproxmadamente entre 40 000 y 80 000 células por
cavidad ve»n este ensayo. Los compuestos de prueba 10- mM en DMSO)-- _

~ diluyeron en PBS con BSA 0,1% en Becknﬁan Biomek-2000 y se eva|uaroﬁ en

11 concentraciones diferentes que. variaban dentro del rango‘entre'100 MM y 1

pM Se mcubaron las reacciones durante 10 mln a 37°C y se detuvueron

medlante la adumon de 100 pL de squ0|on amorhguadora de deteccnon fr|a que' )

~contenia ["**I-AMPc (NEN SMP004, PerklnElmer Life Sciences, Boston, MA).
La cant|dad de AMPc produmda (pnﬁol/ca\}idad) se Ca1cu|6 en base a las
cuentas observadas para Ias muestras y los estandares de AMPC del modo en
que Se descnbe ‘en el manual del usuario que brinda.el fabrlcante Los datos
fueron anallzados medlante el analisis de regresnon no lmeal con. el paquete de
'soﬁware GraphPad Prism (Software GraphPad Inc., San Dlego CA) usando la

| ‘ecuacnon S|gm0|dea Se usod Ia ecuamon de Cheng-Prusoff (Cheng Y, y Prusoff

'WH., Blochemfcal Pharmacology, 1973, 22, 23, 3099-108) para calcula‘r los

valores de ECsgg. |

" En este ensayo, un valor bajo de ECsy indica qUe el cof'npue'atd de
prueba tiene una mayor actividad .funCional en el feceptor evaluado. Se
| de'sciﬁbrié ~ qQue el éster 1- -[2- (4 {[(R)-2-(3- formllammo 4- hldrOX|fen|I) 2-

;hldrOX|et|Iam|no]met|I} -2,5- dimetllfenll carbam0|i)etll]p|perldln-4 |I|co del acido

_blfen||2|Icarbam|co (compuesto lla) tiene- un’ valor de ECso menor de -

aprommadamente 10 nM para el receptor B2 adrenerglco un valor de ECsg de
‘ r_aprommadamente 30 nM para el receptor- 1 adrenerglco y un valor de EC50

mayor que 700 nM para el receptor [33 adrenerglco

E|em9|o 16
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E'nsayo FlashPlate® de AMPc de~CéIuIas Entefas con una.L‘inea-.

,;Celular Epltellal de Pulmon con Expresmn Endogena del Receptor
.Adrenerglco Humano B; ' ' | | |

En este ensayo, se determmaron ‘la potencna como’ agomsta y la
aétiwdad intrinseca de un compuesto de prueba usando una linea de células

que expresan niveles endogenos del receptor B, adrenérgico. Se cultivaron

‘células de una linea de células del epitelio pulmonar humano (BEAS-2B)

(ATCC CRL-9609, American Type Culture ‘Coilectioh, Manassas, VA) (January -

'B et.al., British Journal of-PharmacoIogy, 1998, 123,4,701-11) a 75-90% de la
'confluencua en medio completo libre de suero (Medlo LHC 9 que contlene

pmefrma y amdo ret|n0|co Biosource Internamonal Camanllo CA) El dia
antes del ensayo el med|o se camblo a LHC8 (sm eplnefrlna ni aC|do
.'ret|n0|co Blosource Internatlonal Camarlflo CA) Los ensayos con AMPC se

Ilevaron a cabo en un formato de radioinmunoensayo usando el S|stema

FIashPIate@ para ensayo de activacion de adenilato ciclasa con: ['°1}- AMPc

(NEN SMPO04, PerkmEIm_er Life. Sciences 'Inc., Boston, MA), de  acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

Durante el dia del ensayo, las células se lavaron con PBS, se levantaron

.pof rayadOI-COI'\ EDTA 5 mM en PBS, y se contaroin. Lés células fueron

'preCipitadéé por centrifugaci()n a 1.000 rpm“'y‘ resuspen'd‘idas en. solucién

-amortiguadora de estimulacion precalentada a 37°C en una concentracion final

de 60 000 células/ml Las células se utilizaron en una cohéentia’cién final de
~entre 100 000 y 120.000 celulas/cawdad en este ensayo.. Se realnzaron
dllucrones ser:adas de los compuestos de prueba en soIUCton amorhguadora

'_ de ensayo (Trls/HCl 75 mM pH 7:4 a 25°C, MgCIz 12 5 mM EDTA 1 mM, BSA

/?Z
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| 0,2%) en Beckman B'iomek-‘2‘000. Los compuestos de prueba se-‘avaluaron en

el ensayo en 11 concentracicnes diferentes. que variaban dentro. del. rango

entre 10 yM y 10 pM. Se incubaron las reacciones durante 10 min a'37°C'y se

detuvieron mediante la adicion de 100 uL de solucion amortiguadora de
deteccién helada. Las placas se sellaron, se incubaron durante la noche a 4°C
y se contaron a la mafiana siguiente en un contador de centelleo prcOunt

(F’ackard BioScience Co., Meriden "CT) La cantidad de AMPc producida por ml

de reacmon se calculd en base a las cuentas observadas para las muestras y -

.los estandares de AMPc del modo en que se descrlbe en eI manual del usuarlo :

que bnnda el fabricante. Los datos fueron anallzadosmedlante un analisis de
regresic')r'l no lineal con el paquete de software‘ GraphPad Prism (Sdftw‘are
GraphPad Inc., San Dlego CA) usando el modelo de 4 parametros para Ia

curva de d05|s -respuesta sigmoidea.

- En este ensayo, un vaIQr bajo dve'-EC50‘ indica‘que el ‘compuesto de

R -prueba‘ tiene 'una mayor adtividad funcional en el receptorjevaando. Se
descubrié que ‘el ester _'1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-44hidroxifenil)—2-
hidroxietilamino]metil}—2,5-dimetilfeniI-carbamoill)etil]piperidin-4-ilico del a'(':ido
bifenil-2-ilcarbémico (compuesto {la) tiene un valor de EC50 menor de 10 nM
-con actividad mtrlnseca valor de mayor que 0,3 en comparamon con un [32
agonista completo xsoproterenol (1,0). . | o

E;emplo 17 7 |

:lEhéayo.de Einthoven para determinar Ia.eficacia Como.broncpprbte"ctor y

su durac:on

En este ensayo, se determlnaron la eflcama como broncoprotector del

compuesto de prueba y su duramon-_usand_o cobayos. Este ensa_yo se derivo de

/9\3
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Jos procedimientos descritos en Eintho(/en' (1892) Pfugers 'Arch 51: .3‘67 - 445,
y Moha.mmed ét al (2000) Pulm Pharmacol Ther 13(6) 287 92. En este
v’ensayo los camblos en la presién de ventilacién sirven como una medlda
indirecta de ..re3|sten0|a_ de las vias rasplratorlas. Despues del pre~tra_tam|ento

- con un,cor.an'Jejsto de brueba,_ se determiné la poténcia def'antagonista

" muscarinico usando curvas de respuesta a la dosis de broncoconstrictor para -

- metacolina intravenosa en presencia de propranclol. De manera similar, se

determiné la potencia como bfoncoprotector del B2 agonista usando ‘histamina.

Se determind la potencia conjbinada como broncoprotector usando metacolina
en ausencia de propranolol . L

El ensayo se llevé a. cabo usando cobayos Duncan Hartley machos
(Harlan Indianapolls .I‘N) que pesaban entre 250 y 400 g Se dosmco un
' compuesto de prueba o] vehlculo (es decir, -agua estenl) por |nhaIaC|on (IH)
durante un DEFIOdO de tlempo de 10 minutos en una camara de dosrfucacron por

expOS|C|on del cuerpo completo (R+S Molds, San Carlos, CA) usando 5 ml de

solu0|on de dOS|f|caC|on Los anlmales se expusneron a un aerosol generado .

con un Conjunto Nebulizador LC Star (Modelo 22F51, PARI Resplratory
o Equipment, Inc.v Midlothian, VVA)' impulsado po'r Biobllend (una m‘e'zcla de-5%-de

- CO2; 21% de Oz, v 74% de N3) a 'una presion de 22 psi. Se evalud la funcion

pu!monar a diversos puntos de tiempo después de la dosificacién por '

mhalac;lon

Setenta y CtnCO mnnutos antes de comenzar el ensayo los cobayos se
anestes:aron con una rnyeccnon intramuscular (IM) de una mezcla de ketamma
.(43 7 mg/kglxnlazma (3 5mg/kg)/aceproma2|na ‘(1 05mg/kg) Cuando fue

necesarlo se admmlstro una dosis suplementana de esta mezcla (50% de la

7 9
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dosis inicial). La vena yugular y la arteria carétida se aislaron y encanularon -

' catéteres de polietileno rellends con solucion salina (micro—renat'h'ane' y PE-50,
re.spectiv'am"ente, Beckton Dickinson, Sparks,” MD). La arteria- carotida se
conectd a un transductor de presion para permitir la -r'nediéi()rj de Ia presion
- sanguinea'y la canula en la vena yugular se u-tilizé:'par_a la inyec,cic')n‘lv- ya sea
de metacolina o de histamina. Lgeéo se diseco (a tréduea para dejarié Iiﬁre y
se encanulé con una aguja 14G (#NE-014, Small Parts, Miami Lak’es,' FL).
Cuando se termind de encanular, los cobayos se ventilaron usando un

respirador (Modelo 683, Harvard Apparatus, Inc., MA) regulado a un volumen

de bombeo de Tml/100 g de peso corporal pero sin exceder un volumen'de 2,5

ml, y con una velocidad de 100 bombeos por minuto. La presion de ventilacion -

(VP) se midio en la ‘céhqlé traqueal usando un transductor Biopz}:ic theCtadQ a
_ un pre-amplificador Biopac (TSD 137C). La temp__eraturé corporal se mantuvo a

37°C usando una manta calefactora. Antes de iniciar la recoleccién de datos,

se administro pentobarbital-(25m‘g/kg) por via intraperiténeal-('l'P) para suprimir

la respiracion espontanea y obténer una tinea de base e_\stable». Los Cémbios de
" Ia_VFJ se régistréron en una iﬁteﬁéz para. recolecé:iér) de datos .Biopac para
" Wi_ndows.. Los valores de la linea de base se recogieron dUranfe_ .pdr lb_menos
5 minutds, déspués de cuyo tiempo los Cobéyos se exbusieron por via 1V de

manera no acumulativa una dosis con - incremen_tos al doble. del

broncoconstrictor (metacolina o histamina). Cuando se utiiizé metacolina como

. agenté bronpoconstric'tor',' los animales se pre-trataron con propranblol (5mg{kg',

IV) para aislar los efectos antimuscarinicos del compuesto de pru'eba._‘EI

propranolol se administré 30 minutos antes de construir la curva de respuesta a

" la dosis para metacolina o histamina. Los cambios ‘de la VP se registraron
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‘usando- el software Acknowledge para recolecmon de datos (Santa Barbara

CA) Despues de completar eI estudio, los animales se sometieron a eutana3|a

El camblo de la VP se midié en cm de agua EI camb|o de la VP (cm de

H,0) = pico de ~preS|on (despues de la exposrcnon al br_oncoconstrrct_or) - linea-

de base del pico de presion. La cun)a_.de respuesta ala dosis para r'ne'tacolin'a
0 .histamina se- ajusté a una eco'acion Iog’jistica de cuatro parametros usando
GraphPad Prism, version 3.00 para Windows (Software GraphF’ad San Dlego
Callfornla) Se utiliz6 la siguiente ecuaC|on
Y Min -+ (Max Min)/(1 +10° {(log 1D50-X)* Pendlente))
donde X es el Iogarltmo de la d03|s Y es la respuesta Y comienza én-el

Min y se acerca asintoticamente al Méx con un perfil S|gm0|deo

Se calculd Ia |nh|b|C|on porcentual de la respuesta broncoconstnctora a.

una dosis submaxima de metacolina o histamina para ca_da “dosis - del
oom-pue'sto de prueba usando la siguiente ecuacién: % Inhibiciéon de respuesta
= 100 ((plco de presion (despues dela exposnmon al broncoconstrlctor tratado)

- linea de base del pico de presién (tratado) *100% / (plco de presmn (despues

de la exposmon al broncoconstrlctor agua) - linea de base del p|co de preS|on‘

(agua) x-100). Las curvas de de mhrbm:on-se ajustaron usando la ecuacron
logistica de cuatro parametrosdel_software‘ GraphPad. También se estimar_on
_las IDsg (dosis necesaria para producir una inhibicion del 50% de la respUesta

broncoconstnctora) y. Emax (mamma inhibicién) 5|empre que fuese aproplado

Se utullzo la magmtud de la broncoproteccuon en d:ferentes puntos de -

_tiempo despues de inhalacion deI compuesto de prueba para estlmar Ia wda'-

media farmacodinamica-(PD Tir2). Se determlno la PD T4, mediante un ajuste

por regresmn no hneal usando a una ecuacion con fase de decalmlento
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exponencial (GraphPad Prism, Version 4.00): Y= duraci()rr *exp(-K*X)

A‘Meseta [Y- Span * éxp( K*X) + Plateau]; Inicio en: dU’rai:ic’)n +"'me'seta' y.

decarmrentos hasta meseta con ‘una proporcron constante K. EI PD T1/2

0 69/K. La meseta se restringi6 a 0.

. Se descubrlo que una hora y medla despues de la dosrs el éster 1- [2 (4-'

_{[( ) -2-(3- formriammo 4- hrdroxrfenrl) -2- hrdroxretllamrno]metrl} 2,5- | _
drmetrifenllcarbamorl)etrl]prperrdrn-4-|lrco del acido blfenrl-2-|lcar6émico_'-_(Ila)
tiane una [Dsg menor de 'aproximadamer‘rte 50 pg/mi tanto para la
' broncocbnstrict:ién inducid'a por metacolina como ‘para la broncoconstriccion

mducrda por hrstamnna

Ademas ~este compuesto pl’OdeO una broncoproteccron srgmﬂcatrva_

- durante’ hasta aproximadamente 72 horas cuando se admrnrstro como_ una
v‘unlca dosrs sub-maxrma (100 pg/mil). En este en‘sayo‘, el.'salmet_erol (3 ,pg/ml)
(un agomsta deI receptor B2 adrenerglco) mostrd una bronéobrotécbiéh
S|gn|f|cat|va durante entre 6y 14 horas y el tiotropio (10 pg/ml) (un antagonlsta
:del receptor muscarlnlco) mostré una broncoproteccron srgnrflcatrva durante
méas de 72 horas.
~ Ejemplo 8

Ensayo éon pletismografo sobre cobayoé para detarminar la
: eficac.:ia como broncoprotector y su dtrraérén

~ En este ensayo, se determrno Ia eficacia como broncoprotector del

compuesto de prueba y su duramon usando un ensayo con cobayos

Se identificaron mdrvrdualmente grupos de 6 cobayos machos (Duncan-
-'Hartley (HsdPoc DH) Harlan, Madlson, Wi-) que pesaban.elntre 250 y-350 g

-utilizando tarjetas en las jaulas. Durante todo el estudio los animales tenian

o
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I|bre acceso a alimentos y agua ad libitum. Se admlnlstraron los compuestos a’

_evaluar a traves de Ia inhalacion durante 10 mlnutos en una exposmon de'

cuerpo entero én una camara de d031f|caC|on (R&S Moids San Carlos CA)

Las cam.aras de dosmcaCIon fueron acomod»adas de modo que un aerosol

fuera. simultaneamente entregado a 6 camaras individuales a partir.de un

colect‘or central. Los cobayos fueron expuésioé aun ae}osol de uh cbmpu’eSto
a evaluar o} de un vehiculo (WFI). Los aerosoles fueron generados a pamr de
soluc:lones acuosas utllazando un Conjunto de Nebuhzacnon LC Star
(Modelo 22F51 PARI Respiradory Equipment, Inc. Midlothian, VA) conducido

por-una mezcla de gases (CO;_ 5%, C2=21% y Nz = 74%) a una presiéon de

22 psi. El ﬂUjO de gas. a través del nebulizador a esta presidn operativa fue de

aproximadamente 3 L/minuto. Los aerosotes'generados fueron conducidos
hacia dentro de las camaras por presion posmva No se utlltZO nmgun aire de

d|lu0|on durante la entrega de las soluciones en forma de aerosol Durante la

nebullzaclon de 10 minutos, aproxnmadamente 1,8 ml de solumon fue

nebulizada.'Este valor se .midié gravimeétricamente por comparécién del peso
anterior y postefior a la nebulizacion }delrnebUIi‘zvador_ caréadb. o

Los® »eféc_tos bfoncoprotectores _de " los compuestos. a- évalua_r
administfa‘dds a través de la inhalacién fueron evaluados utilizando. una
pletismografia de cu'érpov entero a las 1,5, 24,48y 72 hbrés luego He la dosis.

Cuarenta y cinco minutos antes del comienze de la evaluacion pulmonar cada

cobayo fue -anestesiado con una inyeccién  intramuscular de ketamina,

(43,75m'g'/kg), xilacina (3,50mg/kg) y acepromacina (1,b5mg/kg).

" El sitio quirdrgico se afeito y se limpio con alcohol al 70% y se realizo

una incisién de entre 2.a 3 cm en la linea central del aspecto’ ventral del cuello.

/9P
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Se arslo la vena yugular y se la encanuio con un catéter- de polretlleno que,

"contenra solucron sahna (PE- 50 Becton Drckrnson Sparks MD) para poder

efectuar infusiones mtr_avenosas de acetrlcohna (Ach) o_hrstamrna en aolucron

salina. A continuacic’m se disecciono la traquea para liberarla y se la encanuld

con un tubo de teflon 14G (#NE-014, Small Parts, Miami Lakes FL) Siempre

que fue ‘reque.ndo la anestesia se mantuvo medrante myedciones

intramusculares adicronales de la mezcla anestésica. La profundidad- de la

~ anestesia fue monitoreada y ajustada cuando el animal respondia al pellizco de

" sU pata o cuahdd su tasa respiratoria era mayor que 10'0 respiracioqes/minuto.
| Una vez completadas. Iaé encanulaciones el animal fue Colocada en-un
: plet:smografo (N°- PLY3114 Buxco Electronlcs Inc., ‘Sharon CT)yse mserto
‘una canula de presron esofagrca (F’E 160 Becton Drchnson Sparks MD) para

medrr la presion impulsora pulmonar EI tubo de teflon de la traquea fue

'SUjetadO ala apertura del pletrsmograma para permitlr al cobayo respirar arre'

de la habrtacron de fuera de la Camara Entonces se selld la camara Se utrhzo

k una Iampara de calentamrento para mantener la temperatura Corporal y se'

-mﬂaron Ios pulmones de los cobayos 3. veces con 4 mI de arre usando ‘una

E ;errnga de callbracron de 10 ml (5520 Serres Hans Rudolph, Kansas Clty, MO)-
para asegurar que las vias resprratorras bajas no hubleran colapsado y que el

* animal no sufrrera una hlperventllamon

La evaluacion pulmonar se inicid despues de determlnar que los valores
deé la linea de base estaban dentro del rango entre 0,3 y. 0,9 mI por cm de H>O

-.parala ppmpresibilida'd y dentro del rango_e,ntre 0,1y 0,199 cm de H>0O por ml

por segundo para la resistencia. Un programa de computacién para medicion

" pulmonar dé Buxco se utilizd para recolectar y derivar los valores pulmonares.
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El Comienzo del programa inicié el protocolo'experimental-y la recoleccion de

los datos Se mldieron los camblos en el volumen a través del tlempo que

_ocurrieron dentro deI pIehsmograma con cada resplraC|on a traves de un

transductor de presion Buxco. Se calculé una medr_da_de ﬂu;o,para cada

respiracié'n mediante Iainteg'racic’)n de esta seﬁal en eI tiempo Esta seﬁal y los
camblos de la~ presuon que mueve el pulmon se - recogleron usando un
transductor de presion Sensym (TRD4100) se conectaron med|ante un

,preampllflcador Buxco (MAX 2270) a una interfaz para recoiecmon de datos

(SFT3400‘ y SFT3813). Los demas parametros pulmor_lares se derivan a partlr '

de estas dos entradas.

Se recogieron los valores de la linea de base durante 5 minutos,
después de cuyo tiempo los cobayos se expusieron ya sea con acetilcolina o
~ histamina. Cuando se evaluaron los eféctos de. antag’onisla'muscarinico de un.

’compuesto de prueba se admlnlstro propanolol (5mg/Kg iv) (Sigma-Aldrich,

'St. Louis, MO) 15 mmutos antes de la exposicion a la acetnlcollna La
acetlicollna (Slgma-AIdrlch St. Louis, MO) (0,1 mg/ml) se infundid por via

mtravenosa durante 1 mlnuto desde una. bomba de Jerlnga (sp210|w World

'Pre(:|5|on Instruments, Inc., Sarasota FL). con las S|gmentes-dOSIs y tlempos _

prescrltos desde el comienzo. deI experlmento 1 9 pg/mlnuto a los 5 m:nutos
-3, 8 pg/mlnuto a Ios 10 minutos, 7,5 pg/minuto a Ios 15 mmutos 15 O pg/mlnuto
a los 20 mlnutos 30 ug/mmuto a los 25 minutos y 60 pg/mlnuto a los 30

minutos. Como alternativa, se evaluaron los efectos br_oncoprotectores del

‘compuesto “de prueba en el modelo de exposicion ‘a la acetilcolina - sin

pretratamlento con propanolol.

Cuando se evaluaron Ios efectos agonlstas del receptor B2 adrenerglco ,
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dei'compuesté .dé pruebé, se 'infundfé histamina (25 pg/mi) (Sigma-AIdrich, St.
Louis, MO) pbr via intravenov_s'a_‘durante 1 minuto desde una bomba ae ]eringa a
. las ;iguienies dosis y tiempos‘ ;‘)resc'rit‘os desde el cdmienzo del experirﬁehto:
.O,S'pg/minuto a los 5 minutos, 0,9 pg/‘r\ninuto"a los 10 m’inuto_s,:1,9 pg/_rhi_nuto a

los 15 hiinhtos,'3,8 pg/'minuto a los 20 minutos, 7,5 pg/mihuto alos 25 minutos

y 15 pg/minuto a los 30 minutos. Si la resistencia o la COmpresibil'idad no .
retornaron a los valores de la linea de base a los 3 minutos siguientes a cada

- dosis de acetilcolina o histamina, los pulmones del-cobayo se inflaron 3 veces -

~con4 ml dé aire de una jeringa c.'alibra‘dé de 10 ml. Los péréméfros p_ul'mona_r'es
registr’adoé incluyeron frecuéncia respirator‘ia (respiracionesl por min‘ut’o);
compresibilidad (‘mI por cm de H,0) y resistencia pulmonar (cm de H20 por ml
_por segﬁndo) Una vez que las medidas de Iaslfun'ciones pulmonares fueron
completadas en el mlnuto 35 de ‘este protocolo el cobayo fue remowdo del
pletrsmograma y se le practrco la eutanas:a medianle asftxra por dlox;do de
carbono.
Los datos fueron evaluados de una de las siguientes rhaneraS'

_ (a)'* . La reS|stenC|a pulmonar (Ry) {cm de HZO por ml por segundo)

_calculo a partir de la proporcmn entre el cambio de presnon yel camblo de f|u10'

. LarespuestaR_a la acetllcollnal (60,pg/m|n, 1H) se calculo para el veh|culo y el |

. compuesto de prueba: Se calculd la respuesta media a la acetilcolina en los

"érjimales'_ tratados con Vehiculo, para cada .tiempo de »pre-tratam_iento', y se

utilizdé para calcular la inhibicién porcentual de la respuesta a la acetilcolina,

para el correspondiente tiempo' -de pre-tratamiento - para cada dosis del

compuesto de prueba. Las curvas de |nh|b|C|on de la respuesta ala d05|s para'

‘R se aJustaron con una ecuacion Iogustlca de cuatro parametros usando‘

20|
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' GraphPad Pnsm verSIon 3 OO para Windows (Soﬂware GraphPad, San Diego,

Cahforma) para estimar la ID50 broncoprotectora (dOSIS necesaria para inhibir Ia

respuesta de broncoconstncmon a la acetilcolina (60 pg/min) en u,n 50%). Se

- utilizé la S|gu:ente ecuacion: _ ,
Y = Mm + (Max-Mln)/(1 +10 ((Iog ID50-X)* Pendlente))

donde X es eI Iogantmo de la dosis, Y es’ a respuesta (ihhibiCiéh

porcentual del aumento de R inducido por acetllcohna) Y comlenza en el Mln

y.se acerca asmtotlcamente al Max con un perf|| 3|gmondeo

(b) - La cantldad PD,, que se define como la cantidad de acetllcohna o

histamina que es necesaria para duphcar el valor de la linea de base de
. resistencia pulmonar se calculd usando Ios va|ores de reS|stenC|a puimonar

derivados del flujo y la pre3|on sobre un rango de exposiciones a acetllcolma o

histamina usando !a siguiente ecuacion (que se derivé.de una ecuacion que se |

utiliza para calcular los valores PC,, que se describe -en Americaﬁ Thoracic
'Somety Guidelines for methachollne and exercise challenge testlng 1999 Am
J Respir Crit Care Med. 2000 161: 309- 329) | '

(Iog Cs- log 2R

PD, = antilog | log C,+ -
T g[- - RacRy

donde

: C1 = concentrauon de acetllcollna 0 hlstamlna anterlor aC,
sz = ConcentraC|on de acetiicolina o hlstamlna que se obtiene como

resultado en por lo menos un aumento al doble de Ia resistencia
pulmonar (R) .

R, = valor R,_ de la linea de base
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R, = valor R deépués de C,.
R, = valor R_ después de C,
El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo usando una prueba t
de Student de dos colas Se con5|dero sngmflcatlvo un valor P <0 05. |

En este ensayo se probd el compuesto 50 descrito en la Patente de Ios

EE.UU. Publlcamon No US 2004/0167167A1 pubhcada ef 24 de Agosto de _

2004. La estructura qwmnca del compuesto’ 50 es la S|gwente,_ -

| Compuesto 50 para comparacnon

- Este compuesto carece de los grupos alquno presentes enel am!lo fenilo -

de los compueslos de la presente mvencnon En este ensayo el compuesto 20

no mostro una broncoprotecmon S|gn|f|cat|va a Ias 24 horas despues de'la-

dosis para doses dentro del rango entre 3 pg/m! y 300 Hg/mi. Los valores PD2x

para el compuesto 50 a las 24 horas fuel_’on S|m.|_Ivare.s a los Qel,.grupo del.

vehiculo (ag'ua)' »

En este’ ensayo,. eI saimeterol (100 pg/ml) (un agonista del réceptor [32
adrenerg|co) mostr6 una broncoproteccnon S|gnlf|catlva durante por Io menos
24 horas y eI tiotropic (10 pg/ml) (un antagonista del rec_eptor m_uscarlnlco)
- mostré una broncoproteoc:lon 5|gn|f|cativa durante bor lo menos 24 horas.

Aunque la presente invencién se ha descrito con referencia a aspectos
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especificos o realizaciones de ésta, aquellos entrenados en la técnica
. comprenderan que es posible efectuar diversos cambios o sustituir
equivalentes sin apartarse del verdadero espiritu y alcance de la invencion.

.Ademés,.haSta. el grado pei‘mitido por las leyes y las normas ap'licables'a

patentes, todas las publicaciones, péténtés y solicitudes de patente citadas en

la presente se incorporan por completo a modo de referencia en la misma
extension que si cada documento se hubiera incorporado individualmente a

modo de referencia en este documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula I:

- CARACTERIZADO PORQUE
- R'es metllo 0 etilo;
‘R es metllo o0 etilo;
o} una sal o solvato o estereocisomero del mismo aceptable para uso
farmaceutuco.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1 con formula H:

CARACTERIZADO PORQUE'
R ‘es metrlo o etilo;
R’ es metilo o etilo;

o una sal del mismo aceptable para uso-farmacéutico.

20§
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© 3. Un compuesto de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE

tiene la formula lla:

- a |
4. Un compuesto de Ia reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE el

compuesto es una sal de un compuesto de formula | aceptable para uso’

farmacéutico la:

5. Una corﬁpoSicién Vfarmacéutic'a CARACTERIZADA P'ORQUE
comprende un, vehiculo aceptable para 'uso farmaceutnco y un compuesto de
cualqwera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Una composmon farmaceutlca CARACTERIZADA PORQUE '
comprende | |

(a) un compuesto de cualquiera d-e ‘la‘s reiviﬁdibaciohes 1 a 4;
(b) un -agente antiinflamatorio esteroide; y |

(c) un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.
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7. Una combmamon de agentes terapeutlcos CARACTERIZADA .
PORQUE Comprpnde 7
(a)un Compuesto de cualqurera de las reivindicaciones 1 a4,y
(b) un agente antunflamatono esteroide.
- 8. un conjunto de elementos que comprende

(@) una primera composmron farmaceutlca que comprende un

compuesto de cua|qu1era de las relvmdrcamones l1ady un prrmer vehlculo '

aceptab!e para uso farmaceunco y

(b) una segunda composmron farmaceutlca que comprende un '
:ag'en-t_e antiinflamatorio esteroide y un segundo vehiculo a_ceptab,le para uso
farmacéufiCO' ' ' ; B .

CARACTERIZADO PORQUE las primera y segunda composncnones
farmaceutrcas son. composrcrones farmaceutfcas separadas.

9. Un método para tratar un trastorno pulmonar, CARACTERIZADO
PORQUE dicho método co_mprende administrar a un pamente que necesita
tratamiento uha cantidad efectiva para uso t‘erapéutico de un' pompuvesto de

~ cualquiera de Ias relvmdlcacrones 1a4.

10. Un método para tratar Ia enfermedad pulmonar obstructlva cromca o .
asma, CARACTERIZADO F’ORQUE d|cho método comprende admrnlstrar aun

pacuente una cantidad efectiva para uso terapeutlco de un compuesto de ' v

,‘cuanUIera de las reivindicaciones 1 a 4
© 11. Un método para producir broncodilataci()n en un mamifero,

CARACTERIZADO PORQUE dicho método comprende administrar a un

marniferc una cantidad que produce broncodilatacion de un compuesto de- .
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'cualqu:era de las renvmdncacnones 1a 4 ‘

12. Un método para causar un efecto antagomsta sobre un receptor
muscarlmco y causar un efecto agonista sobre un receptor 3, adrenérgico en
un ham_ifero; CARACTERIZADO PORQUE dicho método comprende |
'_ administrar al mar_nifero un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4.. | | _

13 Un metodo para usar un compuesto de cualqwera de Ias
';‘relvmdlcamones 1 a 4 como una herramienta para la mvestrgamon
CARACTERIZADO PORQUE d|cho metodo comprende reallzar un ensayo ;
| blologaco usando un compuesto de cualquiera de las rewmd:camones 1 a4, |
_7 14. Un método para evaluar un compuesto de prueba enun ensayo
- ‘bioldgico, CARACTERIZADO PORQUE dicho metodo comprende

(a) .‘ reahzar un ensayo b|olog|co con un Compuesto de prueba para ‘
dar un primer valor del ensayo; _

{b} realizar eI ensayo b|o|og|co con un compuesto de cualqmera de’
las reivindicaciones 1 a 4 parardar un segundo valor del ensayo; donde el paso
.'(a) se lleva a cabo ya sea ant'esv, después: o'_en fOrma c'oncurré‘nte con el paso

(b)y

(c) comparar eI pnmer valor del ensayo que se obtuvo en eI paso (a)‘

con el segundo valor del ensayo que se obtuvo en el paso (b)

15. El metodo de la rewmducamon 14, CARACTERIZADO PORQUE eI

ensayo bIO|OgICO es un ensayo ligante de un receptor.muscarmco O un ensayo -

_ hgante de un receptor 32 adrenérgico.
- 16. El metodo de la reivindicacién’ 14 CARACTERIZADO PORQUE el

' 'ensayo b|0|OgiCO es un ensayo de broncoprotecmon en-un mamlfero
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17 Un proceso para preparar el compuesto dela relvmdzcamon 1
CARACTERIZADO PORQUE dicho proceso comprende desproteger un

compuesto de- formula 6:

donde P es un grupo protector de h:droxno para ‘dar un compuesto de
formula I ' ‘
_ _ 18, Un proceso para preparar el compuesto de la relvmdlcamon 1
CARACTERIZADO PORQUE el proceso que comprende desproteger un

compuesto de formula 6a

" donde R?, R® y R® se seleccionan independientemente entre a uilo ar
ddRaRbRc I dependient te entre alquito C

1a . R1b

fenilo, -alquil C14-(fenilo); o uno de R yR" es -O-(alquilo Cq);"para dar

un compues_to de formula I,
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19. Un proceso para preparar el compuesto de la reivindicacion 1-

_ CARACTERIZADO PORQUE dicho proceso comprende:

(a)  hacer reaccionar un compuesto de férmula 4:

donde P' es un grupo protectbr de hidroxilo, en presencia de un agente.

reductor para dar un compuesto de férmula 6:.

(b)  desproteger el compuesto de formula 6 para dar un compuesto
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de férmﬁla l.

- 20. Unrprocéso péra preparar una sal ac'eptablé pé'ra uso férmaCéﬁtiCo :
" del compuesto de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE dicho -
. prbcéso comprende poner en contacto un compuesto de férmula | en forma d‘e‘
base libre con un': acido aceptable para uso farmaceéutico. _
_ 21. Un intermediario para preparar un compuesto de cualquiera de las
re|V|nd|caC|ones 1a4, CARACTERIZADO PORQUE el mtermedlarlo esun

. compuesto de formula Il

donde . _ o
Y se selecciona entre -CHO, -CN, -CH,OH, -CH(OR*)OR™, -C(O)OH, -

C(O)OR™, bromo y yodo, donde R* y R¥ se seleccionan independientemente

entre alquilo C15, 0 R®y R* estan unidos para-formar un alquileno Ca.s, R,?C se

‘ -seleqciona entre alquilo C.;
R" es metilo o et‘ild;
R es ‘meiildch)AefiIov" :
" o.unasalo esteremsomero de los mlsmos |
22 El compuesto dela re|v1nd|caC|on 21, CARACTERIZADO PORQUE

Ry R? son metilo.
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23. El compuesto de la reivindicacién 21, CARACTERIZADO PORQUE
Y'es -CHO. | B

24. El compuesto de Ia relvmducacmn 21, CARACTERIZADO PORQUE

Y'es -CHO; y R' y R? son metilo.

25. Un Compuesto de la re|V|nd|caC|on 4, CARACTERIZADO PORQUE
el. cbmpuesto es ester 1-[2-(4_—{[(R)-2-(3-f0rmllam|no-4-h|drOX|fen|I)-2'-_
* hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]piperidin-4-ilico del 4cido
' blfeml 2- ||carbam|co como sal del acido L- tartanco |

26. Un compueste de cualqunera de Ias relvmdlcacmnes 1a 4
.CA‘RACTERIZADO PORQUE es para utahzar en terapia. |

27. Uso de un compuesto de cualqmera de las relvmdlcaCIones 1a 4
‘CARACTERIZADO PORQUE es para la fabrlcac:|on de un medlcamento para
tratar un trastorno pulmonar |

p.a. Theravance, Inc.
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COMPUESTOS DE DIALQUILFENILO CON ACTlVIDAD AGONISTA DEL

RECEPTOR B; ADRENERGICO Y ANTAGONISTA DEL RECEPTOR
' MUSCARINICO | | B

" RESUMEN

La presente invencion se refiere a.compuestos de formula I L

donde R' y R? son segun se definiden la memoria descriptiva, o una sal

o solvato o estereoisomero del mismo aceptables para uso farmacéutico. La -
" invencioén tambien se refiere a composiciones farmacéuticas y combinaciones

~ que comprenden dichos compuestos, procesos e 'intermediario's para preparar

dIChOS ‘compuestos, y métodos para usar dicho compuesto por eJempio para

tratar trastornos pulmonares como por eJempIo enfermedad pulmonar

obstructiva cronica y asma. . -
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNNHONALPRELmMNARYREPORTONPATENTABHJFY
(Chapter I of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 44bis)
Applicant’s or agent’s file reference | FOR FURTHER-ACTION See item 4 below
P-221-PCT :
International application No. International filing date (day/month/year) Priority dale (day/month/year)
PCT/US2007/009925 - 24 April 2007 (24.04.2007) 25 April 2006 (25.04.2008)

International Patent Classilication (8th editjon - unless older edition indicaled)
See relevant information in Form PCT/ISA/237

Applicant
THERAVANCE, INC.

1.

“This international prc]iminai'y report on patentability (Chapter I) is issued by the International Bureau on behalf of the
Imem.ationAal Searching Authority under Rule 44 bis. 1(a). ’

‘This REPORT consists of a tatal of 7 sheets, including this cover sheet.

2.
In the attached sheets. any reference to the written opinion of the International Searching Authority should be read as a reference
to the international preliminary report on pau.nlablhly (Chapter 1) instead. :
3. This report contains indications relating to the following items:
DX BoxNo.l . Basis of the report
I:I Box No. II Priority
g Box No. III Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability )
D Boux No. IV Lack of unity of invention
E Box No. V Reasoned statement under Anticle 35(2) with regard to novelty. inventive step or industrial
applicability: citations and explunations supporting such statement
D Box No. VI Certain documents cited
l:l Box No. VII Certain defects in the internalional application
I::I Box No. VIII Certain observations on the international application
4, - 'The International Burcau will communicate this report to designated Offices in accordance with Rules 44bis.3(c) and 93bis.] but
not. except where the applicant makes an express request under Article 23(2). before the expn'anon of 30 months {rom the prionty
date (Rule 44bis .2).
Date of issuance of this report
28 QOctober 2008 (28.10.2008)
The International Bureau of WIPO Authorized officer -
34. chemin des Colombettes : ;
1211 Geneva 20. Switzerland Beate Giffo-Schmitt
Facsimile No. +41 22 338 82 70 e-mail: ptO3.pct@wipo.iat

Form PCT/IB/373 (January 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the

INTERNATIONAL SEAHCHING AUTHORITY

PCT

To: -
e e D WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAR20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis. 1)
Date of mailing
(day/monrh/year) see form PCTASAR10 (second sheet)
Appl_icant‘s; or agent's file referénce FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA/220 , See paragraph 2 below
Internalional application No. - International filing date (dayxfnonlﬁ/year) Priority date (dayfmonthAear) -
PCTAIS2007/009925 24.04.2007 25.04.2006

Intemational Patent Classification {IPC) or both naticna) classification and IFC

INV. C07D211/46 AB1K31/445 A61P1100

Apblicam
THERAVANCE, INC.,

This opinion co’ntairi'sjndic‘atidns relating to the fbllbwing items:

- X Box No. ! Basis of the opinion
0 BoxNo.ll  Priority :
B4 Box No. itl  Non-establishment of opinion with regard to novetty, nnvenhve slep and industrial appllcabnhty
"[1 BoxNo. IV Lack of unily of invention '
&J BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1 (a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supportlng such statement
[0 BoxNo.VI  Certain documents cited
[0 Box No. VIl Certain defects in the international application
(1. Box No. VIlI  Certain observations on the international application
2. FURTHER ACTION ’
if a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usislly be considered to be a
. written opinion of the International Preliminary Examining Authorlty ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed. the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of lh!S lnternatlonal Searching Authonty
will not be so considered. ,
If this opinion is, as provndéd above, considered to be a written oplnlon of the IPEA, the applicant is invited to
* submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCT/ISAQZD or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever explres Iater
. For further optlons, see Form PCTASAR20.
-1 3. For further details, see notes to Form PCTASA220.
Name and mailing address of the ISA: ' Date of completion of Authorized Officer - - ‘
R o this apinion . 5‘"\“"‘“ """'-a.,_p
" European Patent Office ) & form ) ;- 3
-Q) ~ D-80298 Munich ;ecmsmm - Wolf, Claudia T [4) 7
Tel. +49 89 2398 - O Tx: 523656 epmu d ’ - EX S
Fax: +49 89 2399 - 4465 . ‘ Telephone No. +49 89 2389-8285 L

Form (PCTASAR237) (Cover Sheet) (April 2005)
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. WRITTEN OPINION OF THE . | | : . International applicationNol.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY : - PCTAUS2007009925

Box No. | - Basis of the opinion

i_. With regard to the language, this opinion'hras been established on the basis of:.
& the international application in the language in which it was filed -

0 aitra‘nslation of the international applicaﬁon into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)). :

2. ‘With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material
O a seqﬁence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material: ‘
O .on paper
O .‘ m electronic form
C. ﬁme of'riling/furnishing:
. O contained in the international épplication as filed.
a filed toge'thériwith-the international application in eIéctrOnicfforr_n_
- - 0O furnished subsequehtly to this Authority for the> purposes of Search;
3.0 >In addition, in the case that more than one‘ versian or copy of a seqﬁence listing andjor taﬁle relating thereto
: has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished. .

4. Additional comments:

Form PCT/ASA/ 237 (April 2005)
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- WRITTEN OPINION OF THE ' - . International application No.
/INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . . PCTAUS2007/009925

~.Box No. lli Non-establrshment of opmron wrth regard Io novelty, mventrve step and mdustrral
applrcabrhty

' The questions whether the claimed invention appears to be novel, to mvolve an inventive step (to be non

O

'

" ~obvious), or to be mdustrrally applrcab!e have not been examined in respect of

the entrre mternatronal application

clarms Nos 9-16.in respect of industrial applicability

- ,because

0

- .D',

the said international application, or the said claims Nos.  relate to the following subject matter which does
not require an international search (specify). ' - o '

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or‘said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (spech‘y)'

the clarms or said claims Nos. are so madequately supported by the description that no meanrngful opinion
could be formed (specify): .

" no international search report has been established for the whole application or for sard claims Nos 9- 9-16in in

respect of industrial applicability

a meaningful opinion could not be formed wrthout the sequence Ilstrng the appllcant drd not, wrthm the

,prescrrbed time lrmrt

O furish a sequence Irst:ng on paper ‘complying wrth the standard pravided for in Annex G of the

Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searchrng
Authonty ina torm and manner acceptable to it.

B g furnrsh a sequence listing in electronic form complying with the standard provrded for in Annex C

~ of the Administrative instructions, and such listing was not available to.the Internatronal Searchrng
Authority in a form and manner acceptable toit.

[0 pay the required late furnishing fee for the furnrshmg of a sequence hstmg in response to an
mvrtatron under Rules 13ter.1(a) or (b). . .

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

the tables related to the nucleotide and/or amind acid sequence listing, if in electronic form ‘oniy,.do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

~ See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application Na.

PCTAJS2007/009925

-

Box No \ Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) wuth regard to novelty, mventive step or
‘industrial appllcablllty, cltatlons and explanatlons supportmg such statement

1. Statement

) | I\Iovelty (N)

Inventive step (IS}

- Industrial applicability (1A)

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2005)

Yes:

No:

"Yes:
-No:
- Yés:
No:-

Claims

Claims

Claims

-Claims

“Claims -~

Claims

1-

~J

1-

~J -

1-8,17-27

2y



;WFN'I"I'EN'OPINION OF THE | ' l international appjlio'atio.r_l No.
" -INTERNATIONAL SEARCHING '

" AUTHORITY (SEPARATE SHEET) R . PCT/US2007/009925

" Re ltem I\,

“Rule 39.1(iv) PCT - Method for treatment of the human or animal body by the'rapy

Rule 39.1 (iv) PCT - Diagnostic method practised on the human or animal body

For the assessment of the present claims 9-12 on the question w'h,eth'er they are

" industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
. patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for

example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to

the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to-a
known compaound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for-a new medical treatment. '

Claims 9- 16 relate to subject- maiter considered by this Authority to be covered by the

provisions of Rule 67.1{iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with -
respect to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Artlcte

‘ 34(4)(a)( ) PCT)
" Reltem V.
Refetence is made to the fellowing documentS'

- D1: WO 2005/051946 A (THERAVANCE INC [us; MAMMEN MATHAI [US]

DUNHAM. SARAH [AU]) 9 June 2005 (2005-06-09)

D2: US 2004/167167 A1 (MAMMEN MATHAI [US] ET AL MAMMEN MATHAI [US]

- ET AL) 26 August 2004 (2004-08-26) cited in the application

' D3: WO 2005/087735 A (THERAVANCE INC [US]: MAMMEN MATHAI [US]; J! YU-

HUA [US]; MU YONGQI [US) 22 September 2005 (2005-09-22)

- D4 wQ02/076933 A (GLAXO.GROUP LTD [GB]; BIGGADIKE KEITH [GB}; FIELD

RITA [GB]; GUNTRIP 8) 3 October 2002 (2002-10-03)‘

In the I|ght of the prior art cited above the subject matter clalmed appears to. be novel

rand to involve an inventive step (Artlcles 33(2) and (3) PCT)

- Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2605)
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WRITTEN OPfNION OF THE S " International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING ‘

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) . i, PCT/US2007/009925

D1 discloses compounds having beta2 adrenergic receptor agonist and muscarinic
receptor antagonist activity. They differ structurally from the claimed compounds in
the heterocycllc fused portlon which is not present inthe compounds as clalmed

-D2 drscloses also compounds havrng beta2 adrenergic receptor agonlst and
muscarinic receptor antagonist activity. They differ structurally from the- clarmed
'compounds in-the structural linker between the piperidine and carbamoyl phenyi
portion. - :

‘D3 discloses compounds useful as muscarinic receptor antagomsts. They differ
structurally from the claimed compoundsin that X' according to D3 cannot be
substrtuted by hydroxy and in‘the absence of the carbamoyl portion in the compounds
of D3. '

D4 discldses'ccjmpou'nds effective as beta2-adrenoreceptor ago'nists They are
- missing the biphenyt and the prpendmyl portnon present in the compounds as
_claimed. .

The intermdediate of formula |Il claimed in claim 21 of the present, application dn‘fers
from the mtermedrates of formula VI in claim 19 of D3.in the Y! substrtuent which
cannot be amino in the compounds as presently ciaumed

2. The technical problem underlying the present application was the provision of further
'~ compounds having the combined effect as beta2 adrenoceptor agents and '
* muscarinic receptor antagonists.-

| D2 is conéidered to represent the closest prior art for inventive step assessment. A
person skilled in the art would not have arrived at the claimed compounds wothout
‘inventive ingenuity starting from the disclosure of D2 alone nor in combination of
technical features disclosed in one of the other cited documents, The structural
modification of the claimed compounds when compared to the cited prior art appears
to be too major to be derivable from the prior art teachings in an obvious manner.
The solution appears to be non-obvious'in the light of D2 and/or D1, D3 or D4,

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY : F_’CT/U82007/009925

From the INTERNATIONAL BUREAU

| PCT | To

"~ NOTIFICATION OF THE RECORDING HAGENAH, Jeffrey, A.

OF A CHANGE Theravance, Inc.

‘ 901 Gateway Boulevard

South San Francisco, CA 94080
" (PCT Rule 92bis.1 and ‘ ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Administrative Instructions, Section 422)

Daie of mailing (day/nonth/year}

18 September 2008 (18.09.2008)

Applicam"s or agent's file reference

P-221-PCT . ’ . IMPORTANT NOTIFICATION
Intermational "application No. . : ) ' Intemnational filing date (day/month/vear)

PCT/US2007/009925 ' _ 24 April 2007 (24.04.2007)

1. The following ndications appeared on record concermng

"B the applicant : P4 the inventor ' ] the agent [} the common representative
Name and Address State of Natlionality State of Residence
MAMMEN, Mathai ‘ o CA: . us
5 Barcelona Circle : ' '

Redwood City, CA 94065 Telephone No.

United States of America

Facsimile No.

-mail address

2 The International Bureau hereby notifies the applicant that the tollowing change has been recorded concerning:

13 the person ] the name D the address - [O the nationality [ the residence

Name and Address — . ’ Slulcl: of Nationality State of Residence
'MAMMEN, Mathai | | CA us

1852 Valparaiso Avenue . ’ : Telephone No.

Menlo Park, CA 94025
United States of America

Facsimile No.

E-mail address

] Notifications by e-mail authorized

3. Further obsecrvations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to: ] )
Bd  the receiving Office B the designated Offices concerned

[ the International Scarching Autharity [0 the clected Oilices concerned
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