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RESUMO

"SAIS DE UM DERIVADO DE QUINUCLIDINA COMO
ANTAGONISTAS DO RECEPTOR M; MUSCARINICO"

E proporcionado um sal de adicdo de dcido de (1R)-1-fenil-
1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinu-
clidin-3-ilo com um &acido seleccionado do grupo consistindo de

acido (-)-(2S,3S)-tartarico, 4&acido (+)-(2S,3S8)-di-O-benzoiltar-

tarico, acido (+)-(2S8,38)-di-0-(4-metilbenzoil)tartdrico,
(-)-L-fenilalanina, acido benzenossulfdénico, acido ciclo-
—hexanossulfamico, acido bromidrico, acido naftaleno-2-

—-sulfdénico, &acido sebacico, acido (+)-canfor-10-sulfdénico, &acido
p-toluenossulfdnico, acido etanossulfdnico, acido
metanossulfdénico e metilfosfato, que apresenta pouca
higroscopicidade que afecte a utilizagdo como um fdrmaco ou sua
substédncia farmaco e ¢ muito Util como um fadrmaco ou sua

substédncia farmaco.



DESCRICAO

"SAIS DE UM DERIVADO DE QUINUCLIDINA COMO
ANTAGONISTAS DO RECEPTOR M; MUSCARINICO"

Campo Técnico

A presente invencdo refere-se a novos sais de adigao de

acidos de (IR)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-
—-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-ilo (dagui em diante
referido como Composto A) que sao uteis como farmacos,

particularmente, como antagonistas do receptor M; muscarinico.

Técnica Anterior

Foi divulgado gque o Composto A, com a férmula quimica
apresentada abaixo, uma vez que apresenta um afinidade e
selectividade para receptores M; muscarinicos, € util como um
antagonista do receptor Ms; na profilaxia ou tratamento de véarias
doencas mediadas pelo receptor M;, particularmente, doencas
uroldgicas, tais como incontinéncia urindria ou polaguituria em
polaquitria neurdtica, bexiga neurogénica, enurese nocturna,
bexiga instdvel, espasmos da Dbexiga, cistite crénica, etc.,
doencas respiratdérias, tais como doenca pulmonar obstrutiva
crénica, bronguite crénica, asma e rinite, ou doencas do tracto
digestivo, tais como sindrome do intestino irritdvel, também
referido como colite espdstica ou diverticulite (documento de

Patente 1).
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Composto A

Para o sal de adicdo de &acido do Composto A, o documento de
patente 1 acima revela apenas um sal, o sal de cloridrato do
Composto A no Exemplo 10 e ndao ¢é conhecido nenhum exemplo
particular, no que se refere a outros sais de adicdo de 4&cido,
excepto o sal de cloridrato descrito no documento da patente 1

acima.

[Documento da patente 1] EP 0801067

Descricao da Invencao

O cloridrato do Composto A, o Unico sal de adicdo de &acido
conhecido do Composto A, pode ser obtido como um anidrido
cristalino, mas verificou-se que o) cloridrato é muito
higroscépico pelo que deliquesce num ambiente convencional
mantido a uma humidade relativa de 70% (temperatura ambiente) e
acompanhado pelo aumento de impurezas durante o armazenamento a

longo termo.

Consequentemente, de modo a fornecer uma preparacao
farmacéutica segura ou sua substdncia farmaco, ¢é desejado que
possa ser descoberto um sal do Composto A menos higroscédpico,
particularmente o sal altamente estdvel a humidade que nédo o

cloridrato.



O presente requerente investigou varios sais de adigdo de
dcido do Composto A e verificou que sais de adicdo de &acido do
Composto A particulares, sao menos higroscépicos e apresentam
estabilidade superior & humidade gque o sal de cloridrato
convencional. Assim, a invencado estava completa. De acordo com a
invengdo, é proporcionado um sal de adigdo de &dcido do Composto

A com um Aacido seleccionado do grupo S, consistindo de

dcido (-)-(2S,3S8)-tartarico,

dcido (+)-(2S,38)-di-0O-benzoiltartdrico,

dcido (+)-(2S,38)-di-0-(4-metilbenzoil)tartérico,

(-)-L-fenilalanina,

acido Dbenzenossulfdnico, dcido ciclo-hexanossulfamico, acido

bromidrico,

dcido naftaleno-2-sulfénico, 4&cido sebacico, 4&cido (+)-canfor-
-10-sulfénico, acido p-toluenossulfdénico, 4&cido etanossulfédnico,

dcido metanossulfénico e metilfosfato.

Concretamente, a invencao proporciona um sal de adicgdo de

acido de

(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de
(-)-(3R) —quinuclidin-3-ilo, i. e., Composto A, seleccionado de
(-)—-(2S,3S8)-tartarato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-

-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

(+)-(2S,3S)-di-O-benzoiltartarato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-

-hidroisogquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-guinuclidin-3-ilo,



(+)-(25,38)-di-0-(4-metilbenzoil)tartarato de (1R)-1-fenil-
-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)—-(3R) -

-quinuclidin-3-ilo,

(-)-L-fenilalaninato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-

-hidroisogquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-guinuclidin-3-ilo,

benzenossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinoli-

na-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

ciclo-hexanossulfamato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroiso-

gquinolina-2-carboxilato de (—-)-(3R)-guinuclidin-3-ilo,
bromidrato de (IR)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-
—-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

naftaleno-2-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroiso-

gquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-guinuclidin-3-ilo,

sebacato de (1IR)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-
—-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

(+) —canfor-10-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisogquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-guinuclidin-3-ilo,
p-toluenossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo,

etanossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-

-2-carboxilato de (-)-(3R)-guinuclidin-3-ilo,

metanossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinoli-



na-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-ilo,

e metilfosfato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-

—-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-ilo.
Entre estes sais, o preferido ¢ (-)-(2S,3S)-tartarato de
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o preferido é (+)-(2S,38)-di-0O-benzoiltartarato
de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o) preferido é (+)—-(2S,38)-di-0-(4-
-metilbenzoil)tartarato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoguinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o) preferido é (-)-L-fenilalaninato de
(l1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o preferido é benzenossulfonato de (1R)-1-fenil-
-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o preferido é ciclo-hexanossulfamato de
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o preferido ¢ Dbromidrato de (1R)-1-fenil-
-1,2,3,4-tetra-hidroisogquinolina-2-carboxilato de

(-)—(3R) —quinuclidin-3-ilo;



noutro aspecto, 0 preferido é naftaleno-2-sulfonato de
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o preferido é sebacato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-
—-tetra-hidroisogquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-guinuclidin-

-3-ilo;

noutro aspecto, e} preferido é (+)—canfor-10-sulfonato de
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, o) preferido é p-toluenossulfonato de
(IR)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, 0 preferido é etanossulfonato de
(IR)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

noutro aspecto, e} preferido é metanossulfonato de
(IR)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo;

e noutro aspecto, o preferido é metilfosfato de (1R)-1-fenil-
-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de

(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo.

Na realidade, o 4&cido <ciclo-hexanossulfadmico & também
denominado acido ciclo-hexilsulfamico, o acido sebdcico é também
denominado 4acido decandicarboxilico, o acido (+)-canfor-10-

z

—sulfdénico é também denominado &acido (+)-[(1S,4R)-7,7-dimetil-2-



—-oxobiciclo[2.2.1]lheptan-1-il]lmetanossulfdénico e o acido

p—-toluenossulfénico é também denominado acido

4-metilbenzenossulfdnico.

Além disso, de acordo com a invencao, ¢é proporcionado uma
composicao farmacéutica compreendendo, como um ingrediente
activo, um ou mais sais de adicdo de &acido do Composto A, i. e.,
(1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de
(-)—-(3R) —quinuclidin-3-ilo, sendo particularmente um antagonista

do receptor M; muscarinico.

Nos sais de adicdao de &cido da invencdo do Composto A, com
um  acido seleccionado do grupo S acima mencionado, a
higroscopicidade é melhorada e a estabilidade a humidade é muito
aumentada em comparag¢ao com o cloridrato do Composto A
conhecido. Assim, os sais da invencdo sadao muito uteis como

fdrmacos ou suas substéncias fdarmaco.

Em particular, como normalmente conhecido, ¢é conhecido que
em farmacos higroscopicamente melhorados ou suas substéncias
farmaco, os problemas durante o armazenamento a uma humidade em
condigbdes de armazenamento e no controlo de qgualidade séo
reduzidas e, adicionalmente, o problema de variagdes de peso do
ingrediente activo nas preparacgdes farmacéuticas durante a
produgao de preparacgdes sdbdlidas, tals como comprimidos ou
cédpsulas, sao também reduzidas. Isto &, espera-se que o0s sais de
adicdo de 4&cido do Composto A da invencdao apresentem uma
estabilidade em armazenamento estdvel e facilidade de controlo
de qualidade uma vez que apresentam higroscopicidade melhorada;
assim, os sails podem ser considerados como sendo compostos de
fadcil manuseamento em preparacdo farmacéutica e contribuem para

proporcionar  preparagdes farmacéuticas muito melhores com



elevada qualidade.
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Melhor Modo de Executar a Invencao

Os sais de adicdo de &cido do Composto A da invencao
apresentam uma estabilidade a um nivel suficiente para
utilizacdo em preparacdes farmacéuticas ou suas substéncias
fdrmaco, ndo apresentam higroscopicidade que afecte a utilizacéao
como farmacos ou suas substéncias farmaco e espera—-se que sejam
quimicamente estdveis ou estdveils durante armazenamento. Deste
modo, todos os sais de adicdo de é4cido da invencdo séao
preferidos como fadrmacos ou suas substancias fadrmaco,
particularmente como substancias farmaco para preparacdes

sdlidas.

(Método de Preparacgao)

Os sais de adicado de acido do Composto A da invengdo podem

ser produzidos de acordo com o seguinte método de preparacgao.

Isto €&, ¢é adicionado um solvente a uma base 1livre do
Composto A numa proporcdo de 1 mL/g - 100 mL/g para Composto A
e, depois, a este é adicionado um &cido utilizando um &cido na
formacdo do sal ou uma solugdo contendo o &acido, na gama de
0,5 a 2,0 equivalentes ao Composto A a temperatura ambiente.
Quando existe um material insoluvel, ¢ adicionado o mesmo
solvente ou um solvente diferente, ou a mistura é aquecida para
dissolver o material insoluvel para proporcionar uma solucao,
que ¢é deixada com agitacdo ou permanece a temperatura ambiente
ou sob arrefecimento. Quando ainda permanece um material
insoluvel, mesmo com a adigcao do solvente ou agquecimento, a
mistura pode ser filtrada para o remover antes da cristalizacao

do sal. Assim, o0s cristais resultantes sdo recolhidos por

11



filtracdo e lavados com um solvente adequado para proporcionar o
sal de adicdo de 4&cido do Composto A do objectivo. Nesta
operacgdo para arrefecimento até a temperatura ambiente &,
algumas vezes, eficaz arrefecer a mistura mais gradualmente ou
rapidamente em vez de meramente deixd-la a arrefecer, de modo a

obter melhores cristais.

0O solvente/solventes que pode(m) ser utilizado(s) na
formacdao de sal acima mencionada, inclui (em), agua, acido
acético, acetona, anisole, l-butanol, 2-butanol, acetato de
n-butilo, éter t-butilmetilico, cumeno, dimetilsulfdéxido, etanol
(EtOH), acetato de etilo (EtOAc), éter dietilico, formato de
etilo, &cido fdérmico, heptano, acetato de isobutilo, acetato de
isopropilo (iPrOAcC), acetato de metilo, 3-metil-1-butanol,
metiletilcetona (2-butanona), 2-metil-1-propanol, pentano,
l-pentanol, 1l-propanol, 2-propanol (2-PrOH), acetato de propilo,
acetonitrilo, clorobenzeno, clorofdédrmio, ciclo-hexano,
1,2-dicloroeteno, diclorometano, 1,2-dimetoxietano, DMF, DMA,
1,4-dioxano, 2-etoxietanol, etilenoglicol, formamida, hexano,
metanol, 2-metoxietanol, metilbutilcetona, metilciclo-hexano,
N-metilpirrolidona, nitrometano, piridina, sulfolano, THEF,
tetralina, tolueno, 1,1,2-tricloroeteno, xileno, benzeno,
tetracloreto de carbono, 1,2-dicloroetano, 1,1-dicloroeteno,

1,1,1-triclorocetano, éter diisopropilico e semelhantes.

Assim, os cristais resultantes podem ser recristalizados de
um modo convencional, como empregue Ppor um especialista na

técnica, para proporcionar cristais muito mais puros.

Uma base livre de Composto A, gque é um material de partida
no método de preparacdo acima mencionado, pode ser produzida de

acordo com o método descrito no documento 1 da Patente anterior,

12



i. e., Patente Europeia N° 0801067 ou sua correspondente ou
método semelhante, ou um método obviamente empregue por um

especialista na técnica.

Os sais de adicado de acido do Composto A da invengdo podem
ser utilizados como substancia farmaco na producao de
preparacgdes farmacéuticas, ao combinar um ou mais dos sais de
adicdo de 4&cido do Composto A da invencdo com veiculos ou
diluentes farmacéuticos convencionals empregues nesta 4rea. As
preparacgdes farmacéuticas podem ser produzida através de um

método normalmente empregues nesta &area.

As preparagdes farmacéuticas contendo os sails de adigao de
dcido do Composto A da invencdo incluem preparacdes passiveis de
administracdo oral, tais como comprimidos, pilulas, capsulas,

granulos, pds, liquidos e solucdes e semelhantes; ou preparacdes

parentéricas, tais como injeccdes intra-articulares,
intravenosas ou intramusculares, supositérios, preparacdes
liquidas percuténeas, unguentos, emplastros transdérmicos,

preparacgdes liguidas transmucosals, emplastros transmucosais,
inalagdes e semelhantes. De um modo particular, as preparacgdes
orais contendo, como uma substdncia fdrmaco, um sal de adicdo de
dcido do Composto A, tais como comprimidos, pilulas, cdapsulas,

granulos e ©pds, sdao vantajosas como preparacdes sdbdlidas

estdveis.

Nas composicgdes sdélidas para utilizagdo em administracgao
oral, podem ser misturados um ou mails ingredientes activos com,
pelo menos, um diluente inerte, por exemplo, lactose, manitol,
glucose, hidroxipropilcelulose, celulose cristalina fina, amido,
polivinilpirrolidona, aluminato metassilicato de magnésio e

semelhantes. As composigdes podem conter aditivos que néao

13



diluentes num modo convencional, por exemplo, lubrificantes,
tais como estearato de magnésio, agentes desintegrantes, tais
como glicolato de cédlcio fibroso, estabilizadores ou agentes de
solubilizacdo. Se necessario, os comprimidos ou pilulas podem
ser revestidos com acgucar ou uma pelicula de revestimento
gastrica ou entérica, tal como sacarose, gelatina,

hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose e semelhantes.

As composicgdes liquidas para administracdo oral incluem
emulsdes, solugdes, suspensoes, xaropes, elixires
farmaceuticamente aceitdveis e semelhantes, que contém diluentes
utilizados convencionalmente, por exemplo, &gua purificada ou
etanol. Para além de diluentes inertes, as composicdes podem
também conter agentes auxiliares, tais como agentes
humidificantes ou agentes de suspensdo, adocgante, aroma, perfume

ou conservante.

As injeccgdes para administracao parentérica incluem
solucgdes, suspensdes e emulsdes estéreis, aquosas e nao agquosas.
As solucgdes e suspensdes aquosas incluem, por exemplo, 4&agua
destilada para 1injecgdo e solucdo salina fisioldgica. As
solucgdes e suspensodes nao aquosas incluem, por exemplo,
propilenoglicol, polietilenoglicol, &leos vegetais, tais como
azeite, &lcoois, tais como EtOH, polissorbato 80 e semelhantes.
Tal composicdo pode também conter um conservante, agente
humidificante, agente emulsionante, dispersante, estabilizador e
agente de solubilizacdo. Estes podem ser esterilizados, por
exemplo, por filtragcdo através de uma filtro impermedvel a
bactérias, mistura com um bactericida ou irradiacao.
Alternativamente, estes podem ser preparados numa composicgao
sélida estéril, que ¢é dissolvida em &gua estéril ou solvente

estéril para injeccado, imediatamente antes da utilizacéao.
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Uma vez que as composicdes farmacéuticas da presente
invengdo compreendem um ou mais dos sais de adigdo de &acido do
Composto A da invencdo, que sao antagonistas do receptor M;
muscarinico, como o) ingrediente activo, as composicdes
farmacéuticas podem ser utilizadas para a terapia ou profilaxia
de véarias doencas nas gquals o0s receptores M; muscarinicos
contribuem ou podem ser empregues em processos de diagnéstico.
Isto é, as composicdes farmacéuticas da invencao sao
especificamente Uteis como regime no tratamento de, por exemplo,
urgéncia urindaria, frequéncia/polaquitria, incontinéncia
urindria, enurese nocturna ou bexiga hiperrefléxica provocada
por doencas urindrias, tais como bexiga hiper-reactiva, bexiga
instdvel, Dbexiga neurogénica, cistite, etc; na terapia ou
profilaxia de espasmo da bexiga provocado por cirurgia ou
cateteres; no tratamento de doencgas respiratédérias, tais como
doencga pulmonar obstrutiva crénica, bronquite crénica, asma e
rinite; no tratamento de doencas digestivas, tais como sindrome
do intestino irritdvel; como o relaxante utilizado para exame do
tacto digestivo; como um agente para melhorar miopia ou para
promover midriase; ou como um agente para tratar ou prevenir

hiperidrose.

Exemplos

A  invengdo serd explicada especificamente através dos

seguintes exemplos, que nao pretendem ser considerados como uma

sua limitacdo e nado pretendem limitar o &dmbito da invencao.

A andlise térmica e a difractometria de raio X de pd foram

efectuadas de acordo com os seguintes métodos.
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(1) Andlise térmica

(Calorimetria Diferencial de Varrimento: DSC)

Uma amostra (cerca de 3 mg) foi colocada num recipiente de
aluminio preparado para esse objectivo. A alteracadao do calor
produzido entre a amostra e uma referéncia (recipiente de
aluminio wvazio) foi continuamente determinada e registada sob
uma atmosfera de azoto (50 mL/min) na gama de temperatura
ambiente a 300 °C a uma velocidade de 10 °C/min de temperatura
ascendente programada. O aparelho incluindo o processamento dos
dados foi utilizado de acordo com o método e processo indicado
em cada aparelho. (Aparelho: Hi-Res DSC 2910, produzido por

TA Instrument).

(Aparelho de termogravimetria: TGA)

Uma amostra (cerca de 3 mg) foi colocada num recipiente de
platina preparado para esse objectivo e o peso da amostra foi
continuamente determinado e registado sob uma atmosfera de azoto
(100 mL/min) numa gama de temperatura entre a temperatura
ambiente e 300 °C a uma velocidade de 10 °C/min de temperatura
ascendente programada. O aparelho incluindo o processamento dos
dados foi utilizado de acordo com o método e processo indicado
em cada aparelho. (Aparelho: Hi-Res TGA 2950, produzido por

TA Instrument).

(2) Difractometria de Raios X em PO

Uma amostra (cerca de 10 mg) foi colocada num recipiente de
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amostra preparado para esse objectivo (5 mm de largura, 18 mm de
comprimento, 0,2 mm de altura) e foi efectuado o padrao de
difracgcdo de raios X e o0s dados registados de acordo com a
seguinte condigcdo. O aparelho incluindo o processamento dos
dados foi utilizado de acordo com o método e processo indicado
em cada aparelho. (Aparelho: MXP18TAHFZ22, produzido por

(actualmente, Bruker)).

(Condicéao)

Fonte de radiacdo de raio X: Cu; comprimento de onda:
1,54056 angstrom; gama de determinacao: 3,00 - 40,00°; intervalo
de recolha de amostra: 0,02°; velocidade de varrimento:
3,00°/min; voltagem no tubo: 40 kV; corrente no tubo: 200 mA;
fenda de divergéncia: 1,00°; fenda de dispersao: 1,00°; fenda de

recepcao: 0,15 mm.

Algumas vezes, 0s valores obtidos de cada espectro
dependem, em algum nivel, da direcg¢ado do crescimento do cristal,
tamanho de particula e a condicgao de determinacéao.
Consequentemente, estes valores nado devem ser rigidamente

avaliados.

Exemplo de Referéncia 1: Preparacdo de Composto A num

estado livre

O composto do titulo foi preparado de acordo com o método

descrito na Patente Europeia N° 0801067.
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Exemplo de Referéncia 2: Preparacao do cloridrato do

Composto A como um composto de referéncia

O composto do titulo foi preparado de acordo com o método

descrito na Patente Europeia N° 0801067.

Exemplo 1

Preparacado do Composto A (-)-(2S,3S)-tartarato

A uma solucado da base livre do Composto A (26,0 g) em 260 mL
de EtOH, foram adicionadas 10,8 g de &acido (-)-(2S,3S)-tartédrico
e a mistura foi aquecida até ficar dissolvida. Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente, a mistura foil agitada
durante 20 horas. Os cristais resultantes foram recolhidos por
filtracdo para proporcionar 30,6 g de cristais brancos. A uma
suspensdao de 1,00 g dos cristais em 10 mL de EtOH, foram
adicionados 0,4 mL de 4&gua e a mistura foili aquecida para
proporcionar uma solucdo. Apds arrefecimento até a temperatura
ambiente, a mistura foi agitada durante 6 horas. 0s cristais
resultantes foram recolhidos por filtracdo para proporcionar

871 mg do composto do titulo como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢, 25,9 °C):

1,40-1,098 (4H, m), 2,00-2,25 (1H,m), 2,70-3,20 (7H, m),
3,33-3,53 (2H, m), 3,83-3,94 (1H, m), 3,99 (2H, s), 4,85

(14, brs), 6,25 (1H, brs), 7,08-7,37 (9H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 194 °C
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A Fig. 17 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 1.

Exemplo 2

Preparacao do Composto A (+)-(2S8,38)-di-O-benzoiltartarato

A uma solucgdo da base livre do Composto A (180 mg) em 1,8 mL
de EtOH, foram adicionadas 180 mg de 4&cido (+)-(2S,3S8)-di-0-
-benzoiltartdrico e a mistura foi agitada a temperatura ambiente
durante 12 horas. Os cristais resultantes foram recolhidos por
filtracdo, lavados com EtOH e secos sob pressado reduzida para

proporcionar 284 mg de cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,52-1,90 (4H, m), 2,16 (1H, brs), 2,76-3,16 (7H, m), 3,37-3,56
(24, m), 3,89 (1H, dt, J=13,2, 5,4 Hz), 4,85-4,92 (1H, m), 5,68
(2, s), 6,23 (1H, s), 7,11-7,33 (9H, m), 7,43-7,55 (4H, m),
7,57-7,63 (2H, m), 7,90-7,96 (4H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 159 °C

A Fig. 18 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pdéd do

composto do Exemplo 2.
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Exemplo 3

Preparacgao do Composto A (+)-(25,3S8)-di-0-(4-

-metilbenzoil)tartarato

A uma solucadao da base livre do Composto A (1,00 g) em 20 mL
de EtOH, foram adicionadas 1,12 g de &cido (+)-(2S,3S)-di-0-(4-
-metilbenzoil)tartdrico e a mistura foi agitada a temperatura
ambiente durante 22 horas. O0s precipitados resultantes foram
recolhidos por filtracdo para proporcionar 1,60 g do composto do

titulo como cristails brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,53-1,88 (4H, m), 2,15 (1lH, brs), 2,32-2,38 (6H, m), 2,76-3,16
(7, m), 3,42 (l1H, ddd, J =13,6, 8,8, 5,2 Hz), 3,50 (1H, dd,
J=14,4, 8,8 Hz), 3,90 (1H, dt, J=13,2, 5,2 Hz), 4,88 (1H, dt,
J=8,8, 4,4 Hz), 5,04 (2H, s), 6,23(1H, s), 7,11-7,34 (13H, m),
7,77-7,84 (4H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 160 °C

A Fig. 19 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 3.

Exemplo 4

Preparacao do Composto A (-)-L-fenilalaninato

A uma solucdo da base 1livre do Composto A (1,13 g) em

11,25 mL de EtOH, foram adicionadas 515 mg de (-)-L-fenilalanina
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e 4,5 mL de dgua e a mistura foili aquecida até ficar dissolvida.
A mistura foi, depois, agitada a temperatura ambiente durante
10 horas. Os cristais resultantes foram recolhidos por
filtracao, lavados com uma mistura de &gua-EtOH e secos sob
pressado reduzida, para proporcionar 1,12 g do composto do titulo

como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-de¢: 70,0 °C):

1,20-1,36 (1H, m), 1,41-1,70 (3H, m), 1,86-1,95 (1H, m),
2,50-2,95 (84, m), 3,03-3,17 (2H, m), 3,33-3,47 (2H, m),
3,84-3,95 (1H, m), 4,60-4,71 (1H, m), 6,23 (1H, s), 7,11-7,33
(14H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 118 °C e 235 °C

A Fig. 20 mostra um padrado de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 4.

Exemplo 5

Preparacao do benzenossulfonato do Composto A (1)

A uma solucgdo da base livre do Composto A (2,69 g) em 40 mL
de EtOAc, foram adicionadas 1,31 g de mono-hidrato de 4acido
benzenossulfénico e a mistura foi agitada a temperatura ambiente
durante 1 hora. Os precipitados resultantes foram recolhidos por
filtragdo. A uma suspensao dos filtrados em 30 mL de 2-butanona,
foram adicionados 0,35 mL de 4&gua. A mistura resultante foi
aquecida até ficar dissolvida. Apds arrefecimento até a

temperatura ambiente, a mistura foi agitada durante 60 horas. Os
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cristais resultantes foram recolhidos ©por filtracdo para

proporcionar 2,49 g do composto do titulo como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-dg¢: 70 °C):

1,65-1,99 (4H, m), 2,23 (1H, brs), 2,77-2,96 (2H, m), 3,06-3,32
(54, m), 3,44 (1H, ddd, J=13,6, 8,4, 5,2 Hz), 3,66 (lH, dd,
J=13,6, 8,4 Hz), 3,91 (1 H, dt, J=12,8, 5,6 Hz), 4,97 (1H, dt,
J=8,4, 4,4 Hz), 6,25 (lH,s), 7,11-7,35 (12H, m), 7,59-7,64
(2H, m), 9,39 (1H, Dbrs).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 178 °C

A Fig. 21 mostra um padrao de difraccdao de raio X de pd do

composto do Exemplo 5.

Exemplo 5-1

Preparacao do benzenossulfonato do Composto A (2)

A uma solucao da base livre do Composto A (7,00 g) em 70 mL
de acetona, foram adicionadas 3,40 g de mono-hidrato de &acido
benzenossulfénico e 70 mL de éter terc-butilmetilico e a mistura
foi agitada wutilizando um agitador mecédnico a temperatura
ambiente durante 9 horas. O0Os precipitados resultantes foram
recolhidos por filtracdo para proporcionar 8,10 g do composto do

titulo como cristais brancos.

O espectro de RMN de 'H do produto foi idéntico ao do
Exemplo 5, mas a DSC e o padrao de difraccdo de raios X

sugeriram que 0os produtos do Exemplo 5 e Exemplo 5-1
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apresentavam polimorfismo cristalino.

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 170 °C

A Fig. 22 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 5-1.

Exemplo 6

Preparacao do ciclo-hexanossulfamato do Composto A

A uma solucdo da base livre do Composto A (500 mg) em 5 mL
de 2-PrOH, foram adicionadas 494 mg de acido
ciclo-hexanossulfédmico e a mistura foi agitada a temperatura
ambiente durante 13 horas. O0Os precipitados resultantes foram
recolhidos por filtracdo para proporcionar 550 mg do composto do

titulo como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,00-1,35 (10H, m), 1,46-2,08 (1441, m), 2,23 (1H, brs),
2,77-3,30 (11H, m), 3,44 (1H, d dd, J=13,6, 8,8, 5,2 Hz), 3,64
(14, dd4, J=13,8, 8,8 Hz), 3,91 (1H, dt, J=12,8, 5,6 Hz), 4,96
(1H, dt, J=8,4, 4,4 Hz), 6,25 (1H, s), 7,10-7,36 (9H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 127 °C e 170 °C

A Fig. 23 mostra um padrao de difraccdao de raio X de pdéd do

composto do Exemplo 6.
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Exemplo 7

Preparacao do bromidrato do Composto A

A uma solucdo da base livre do Composto A (200 mg) em
1,0 mL de EtOH, foram adicionadas 95 mg de 4acido bromidrico a
47%. A mistura reaccional, foram adicionados 1,1 mL de éter
diisopropilico com agitacdo e a mistura resultante foi agitada a
5 °C durante 18 horas. Os precipitados obtidos foram recolhidos
por filtracdao para proporcionar 165 mg do composto do titulo

como cristails brancos.

RMN de ‘H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,65-1,98 (4H, m), 2,24 (1H, brs), 2,77-2,97 (2H, m), 3,05-3,35
(5H, m), 3,45 (1lH, ddd, J =13,6, 8,8, 5,2 Hz), 3,65 (1H, dd,
J=13,2, 8,4 Hz), 3,91 (1 H, dt, J=12,8, 5,6 Hz), 4,97 (1H, dt,
J=8,8, 4,4 Hz), 6,26 (1H, s), 7,11-7,35 (9H, m), 9,68 (1H, brs).

Andlise Elementar: (calculado para CyHyN,0,.HBr) C, 62,31, H,
6,14, N, 6,32, Br, 18,02. (verificado) C, 62,04, H, 6,10,
N, 6,09, Br, 17,73.

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 199 °C

A Fig. 24 mostra um padrao de difraccdao de raio X de pd do

composto do Exemplo 7.
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Exemplo 8

Preparacao do naftaleno-2-sulfonato do Composto A

A uma solucdo da base livre do Composto A (100 mg) em
1,0 mL de EtOH, foram adicionadas 65 mg de hidrato do 4acido
naftaleno-2-sulfdénico e a mistura foi agitada durante 26 horas.
Os cristais resultantes foram recolhidos por filtragao para
proporcionar 79 mg do composto do titulo como cristais

ligeiramente cinzentos.

RMN de 'H (DMSO-de¢: 70 °C):

1,65-2,00 (4H, m), 2,24 (1H, brs), 2,77-2,97 (2H, m), 3,05-3,32
(54, m), 3,45 (1H, ddd, J=14,0, 9,2, 5,2 Hz), 3,65 (lH, dd,
J=14,0, 8,8 Hz), 3,90 (1 H, dt, J=12,8, 5,6 Hz), 4,97 (1H, dt,
J=8,0, 4,4 Hz), 6,25 (1H, s), 7,12-7,34 (9H, m), 7,49 (2H, dt,
J=10,4, 4,0 Hz), 7,74 (1H, dd, J=8,4, 1,6 Hz), 7,82 (1H, d,
J=8,0 Hz), 7,85-7,95 (2H, m), 8,14 (1H, s), 9,35 (1H, brs).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 178 °C

A Fig. 25 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 8.

Exemplo 9

Preparacao do sebacato do Composto A

A uma solucdo da base 1livre do Composto A (300 mg) em

1,0 mL de EtOH, foram adicionadas 171 mg de &cido sebdcico e a
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mistura foi agitada durante 3 horas. Os cristais resultantes
foram recolhidos ©por filtracdo e lavados com etanol para

proporcionar 165 mg do composto do titulo como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 26,1 °C):

1,16-2,00 (17, m), 2,17 (4H, t, J=7,2), 2,50-2,97 (7H, m),
3,02-3,08 (1H, m), 3,28-3,50 (1H, m), 3,78-3,98 (1H, m), 4,65
(14, brs), 6,24 (1H, brs), 7,12-7,26 (10H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 127 °C

A Fig. 26 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 9.

Exemplo 10

Preparacao do (+)-canfor-10-sulfonato do Composto A

A uma solucdo da base livre do Composto A (200 mg) em 2 mL
de acetona, foram adicionadas 138 mg de 4&acido (+)-canfor-10-
-sulfénico e a mistura foili agitada a temperatura ambiente
durante 5 horas. Os precipitados resultantes foram recolhidos
por filtragao para proporcionar 191 mg do composto do titulo

como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢. 70 °C):

0,76 (34, s), 1,08 (3H, s), 1,20-1,33 (2H, m), 1,65-1,98
(74, m), 2,18-2,28 (2H, m), 2,37-2,42 (1H, m), 2,65-2,97
(4H, m), 3,05-3,31 (5H, m), 3,44 (1H, ddd, J=13,6, 8,8, 4,8 Hz),
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3,65 (lH, dd, J=13,6, 8,4 Hz), 3,91 (1 H, dt, J=13,2, 5,6 Hz),
4,97 (1H, dt, J=8,8, 4,4 Hz), 6,25(1H, s), 7,11-7,35 (9H, m),
9,44 (1H, brs).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 198 °C

A Fig. 27 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pdéd do

composto do Exemplo 10.

Exemplo 11

Preparacao do p-toluenossulfonato do Composto A

A uma solucao da base livre do Composto A (200 mg) numa
mistura de 1,5 mL de acetona e 0,5 mL de éster
terc-butilmetilico, foram adicionadas 105 mg de mono-hidrato de
dcido p-toluenossulfdénico e a mistura foili agitada a temperatura
ambiente durante 17 horas. O0s precipitados resultantes foram
recolhidos por filtracdao para proporcionar 83 mg do composto do

titulo como cristails brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,65-2,00 (4H, m), 2,24 (1H, brs), 2,28 (3H, s), 2,76-2,96
(2, m), 3,05-3,30 (5H, m), 3,44 (1 H, ddd, J=13,6, 8,0,
5,0 Hz), 3,65 (1H, dd, J=13,6, 8,0 Hz), 3,91 (1H, dt,
J=12,8, 5,6 Hz), 4,97 (1H, dt, J=8,4, 4,4 Hz), 6,25 (1lH, s),
7,09 (28, d, J=7,6 Hz), 7,11-7,35 (9H, m), 7,47-7,52 (2H, m),
9,38 (1H, brs).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 150 °C
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A Fig. 28 mostra um padrao de difraccdo de raio X de pd do

composto do Exemplo 11.

Exemplo 12
Preparacao do etanossulfonato do Composto A

A uma solucdo da base livre do Composto A (100 mg) em
1,0 mL de 2-butanona, foram adicionadas 31 mg de acido
etanossulfénico e a mistura foil agitada a temperatura ambiente
durante 6,5 horas. 0s precipitados resultantes foram recolhidos
por filtragdo para proporcionar 95 mg do composto do titulo como

cristails brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,07 (34, t, J=7,6 Hz), 1,62-2,10 (4H, m), 2,24 (1H, brs), 2,39
(28, g, J=7,6 Hz), 2,76-2,96 (2H, m), 3,08-3,32 (5H, m), 3,44
(14, ddd, J=13,6, 8,8, 4,8 Hz), 3,65 (1H, dd, J=13,6, 8,8 Hz),

3,91 (14, dt, J=12,4, 5,2 Hz), 4,92-5,02 (1H, m), 6,25 (1lH, s),
7,10-7,35 (9H, m), 9,51 (1H, Dbrs).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 233 °C

A Fig. 29 mostra um padrao de difraccdao de raio X de pd do

composto do Exemplo 12.
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Exemplo 13

Preparacao do metanossulfonato do Composto A

A uma solucdo da base livre do Composto A (200 mg) em
1,0 mL de 2-butanona, foi adicionada uma solucdo de 53 mg de
dcido metanossulfdénico em 1,0 mL de 1PrOAc e a mistura foil
agitada a temperatura ambiente durante 0,5 horas. Os
precipitados resultantes foram recolhidos por filtragao para

proporcionar 187 mg do composto do titulo como cristais brancos.

RMN de 'H (DMSO-de¢: 70 °C):

1,62-2,02 (4H, m), 2,24 (1H, Dbrs), 2,30 (3H, s), 2,76-2,96
(24, m), 3,00-3,34 (5H, m), 3,44 (1H, ddd, J=13,6, 8,8, 4,8 Hz),
3,65 (1H, dd, J=13,6, 8,6 Hz), 3,91 (1H, dt, J=13,2, 5,2 Hz),
4,90-5,40 (1H, m), 6,25 (1H, s), 7,08-7,36 (9H, m), 9,37
(1H, brs).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 178 °C

A Fig. 30 mostra um padrao de difraccdao de raio X de pd do

composto do Exemplo 13.

Exemplo 14

Preparagdo do fosfato de metilo do Composto A

A uma solugdao da base livre do Composto A (200 mg) em

2,0 mL de EtOAc e 0,5 mL de 2-butanona, foram adicionadas 98 mg

de fosfato de metilo e a mistura foi agitada a temperatura
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ambiente durante 22 horas. O0s precipitados resultantes foram
recolhidos por filtracdo para proporcionar 124 mg do composto do

titulo como cristails brancos.

RMN de 'H (DMSO-d¢: 70 °C):

1,43-1,54 (1, m), 1,57-1,81 (3H, m), 2,01-2,10 (1H, m),
2,77-2,99 (74, m), 3,29-3,46 (2H, m), 3,42 (3H, d, J=10,8 Hz),
3,90 (14, dt, J=13,2, 5,6 Hz), 4,76-4,84 (1H, m), 6,24 (1lH, s),
7,12-7,33 (9H, m).

Pico da temperatura maxima de endotermia em DSC: 195 °C

A Fig. 31 mostra um padrao de difraccao de raio X de pd do

composto do Exemplo 14.

0O efeito do sal de adicdo de 4&acido do Composto A da

invencado foi confirmado pelos seguintes Exemplos de Teste.

Exemplo de Teste 1: Avaliacao de higroscopicidade

Uma amostra (cerca de 5 mg) foi colocada num recipiente de
quartzo, feito para esse objectivo, e o peso da amostra a
humidade respectiva foil continuamente determinada e registada
nas seguintes condigdes. O aparelho incluindo o processamento
dos dados foi wutilizado de acordo com o método e Pprocesso
indicado em cada aparelho. (Aparelho: aparelho para medicgcdo da

absorcgao dinédmica de vapor DVS Advantage, produzido por SMS)
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(Condicao)

Temperatura de determinacao: 25 °C;

secagem antes

da

determinacao: nao efectuada; humidade no inicio: 5% de HR;

humidade maxima: 95% de HR; humidade no fim: 5% de HR;

passo: 5% de HR; padrao de equilibrio:

5 min; tempo em equilibrio maximo: 180 min;

0,03%

em peso em

intervalo entre

recolha de amostra: 20 s; intervalo entre registo de dados:

1 min

Os graficos obtidos nestes testes sdo apresentados na Fig.

1 até a Fig. 14. A alteracdo no peso dentro da gama da condicéo

de determinacdo é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1

Composto Alteragdao no Peso Composto Alteracdo no

testado (%) testado Peso (%)
Exemplo 1 <1 Exemplo 8 <4
Exemplo 2 <1 Exemplo 9 <1
Exemplo 3 <1 Exemplo 10 <2
Exemplo 4 <2 Exemplo 11 <6
Exemplo 5 <1 Exemplo 12 <5
Exemplo 5-1 <1 Exemplo 13 <25
Exemplo 6 <3 Exemplo 14 <11
Exemplo 7 <4 Exemplo de >35

Referéncia 2 (deligquescente)

Como apresentado na Fig. 1 e Tabela 1,

o cloridrato do

Composto A, que é um composto conhecido, comeca, rapidamente,

absorver humidade a cerca de 65% de humidade relativa e
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absorcao de humidade foi reconhecida como um ganho de peso de
15% ou mais a 75% ou mais de humidade relativa. A alteracao de
peso excedeu 35% dentro da gama da condicdo de determinacao,
i. e., 5-95% de humidade ©relativa e esta alteracdao foi
acompanhada por deliquescéncia. Por outro lado, como apresentado
na Fig. 2 a Fig. 16 e Tabela 1, foi confirmado que os sais de
adicdo de acido do Composto A da invengao apresentam
higroscopicidade em comparagao com o cloridrato conhecido do
Composto A e apresentam propriedades muito superiores como

fadrmacos e suas substancias de farmaco.

Exemplo de Teste 2: Avaliacdo da Estabilidade (1)

Uma amostra (cerca de 0,5 mg) foi pesada num recipiente de
vidro e aplicada num teste de degradacao forgcada nas seguintes

condig¢des de armazenamento.

Condicao 1: 120 °C - bem fechado - 24 horas

Condicao 2: 25 °C - 93% de humidade relativa - aberto - 5 dias

Condicao 3: 25 °C - irradiado NUV (raio perto do ultravioleta) -

bem fechado - 5 dias

Uma amostra apds armazenamento foi dissolvida em 1 mL de
MeOH e wutilizada como uma solugdo de amostra. A solucadao de
amostra foi diluida 100 vezes com MeOH e utilizada como uma
solugao padrao. As impurezas contidas na solugdo de amostra
foram analisadas quantitativamente utilizando a solugao padréao.
Nesta determinacdo, o aparelho incluindo o processamento dos

dados foi utilizado de acordo com o método e processo indicado
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em cada aparelho. (Aparelho: série LC-MSD 1100, produzido por

Agilent).

Os resultados do teste sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2
Impurezas Alteracao na Qt. de Impurezas
antes do antes de Armazenamento (%)
Armazenamento | Condicao Condicéao Condicéo
(%) 1 2 3

Exemplo 1 1,5 0,2 -0,1 -0,3
Exemplo 2 0,0 0,2 0,1 0,0
Exemplo 3 0,0 2,3 0,1 0,0
Exemplo 4 1,9 50, 8 -0,3 -0,3
Exemplo 5 1,6 0,3 0,1 -0,1
Exemplo 5-1 1,8 -0,1 0,0 -0, 2
Exemplo 6 1,4 8,1 0,0 0,1
Exemplo 7 0,5 -0, 2 0,2 0,3
Exemplo 8 2,0 1,3 0,2 2,6
Exemplo 9 3,7 -0,3 0,2 -0,8
Exemplo 10 0,9 0,0 0,0 0,0
Exemplo 11 0,5 -0,1 0,1 0,0
Exemplo 12 1,4 -0,2 -0,1 -0,1

Exemplo de
0,1 0,2 3,8 2,0

Referéncia 2
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Exemplo de Teste 3: Avaliacdo da Estabilidade (2)

Uma amostra (cerca de 0,5 mg) foi pesada num recipiente de

vidro de 10 mL e aplicada num teste de stresse nas seguintes

condig¢des de armazenamento.

Condicgdo 1: 5 °C - protegido da luz - bem fechado

Condicao 2: 40 °C - 75% de humidade relativa - aberto

Condicgédao 3: 60 °C

protegido da luz - bem fechado

Condicao 4: 80 °C - protegido da luz - bem fechado

Condicgédo 5: 25 °C

D65 (1000 lux) - bem fechado

Estabilidade guimica: Apds armazenamento, foi colocado MeOH
no recipiente contendo a amostra até ao nivel da linha marcada e
a solucgcao resultante foi utilizada como uma solucgdo padrao. A
solugcdo de amostra foi diluida 100 vezes com MeOH para preparar
um solugao padrao, que foi utilizada na determinacdo de
impurezas contidas na solugdo de amostra. A deteccao das
impurezas foi efectuada através de UV a 210 nm. O aparelho
incluindo o processamento dos dados foi utilizado de acordo com
o método e processo indicado em cada aparelho. (Aparelho: série

LC-MSD 1100, produzido por Agilent).

Os resultados do teste sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3

Impurezas (%)

Condicao do ~

Duracao Exemplo de

Teste Exemplo 1
Referéncia 2

2 semanas 0,00 0,25
Condicgéao 1 1 més 0,00 0,21

2 meses 0,00 0,18

2 semanas 0,00 8,72
Condicgao 2 1 més 0,00 8,19

2 meses 0,00 9,20

2 semanas 0,00 0,34
Condicao 3 1 més 0,00 0,22

2 meses 0,00 0,24

2 semanas 0,00 0,43
Condicéao 4 1 més 0,00 0,39

2 meses 0,00 0,47

2 semanas 0,00 1,73
Condicao 5 1 més 0,00 2,38

2 meses 0,00 3,68

Como apresentado na Tabela 2 e Tabela 3, verificou-se que
as impurezas aumentaram durante o armazenamento no cloridrato do
Composto A, que era um composto conhecido. Em particular,
torna-se evidente que o cloridrato do Composto A nao € assim tao
estdvel a humidade (Condicdo 2 no Exemplo de Teste 2 e Condicgédo
2 do Exemplo de Teste 3) e luz (Condicdo 3 no Exemplo de Teste 2
e Condicdo 5 do Exemplo de Teste 3). Por outro lado, como
apresentado na Tabela 2 e Tabela 3, foi confirmado gque os sais

de adicdo de 4&cido da 1invencdo ndo apresentaram quase nenhum
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aumento de impurezas, indicando ser quimicamente e fisicamente
altamente estdvel em comparacdo com o cloridrato do Composto A
conhecido e apresentaram propriedades muito superiores como
farmacos ou suas substdncias de farmaco. Com respeito a isto, a
razao do aumento de impurezas, conhecida nos compostos do
Exemplo 4 e Exemplo 6, foili considerada que estes apresentam
pontos de fusdo um pouco baixos, que se fundem sob a Condicgédo 1
do Exemplos de Teste 2 (teste de estabilidade ao calor) ou a

condicao conservada foi préxima do ponto de fusao.

Exemplo de Teste 4: Estimativa da afinidade funcional para

receptores M; muscarinicos nas bexigas

De acordo com um método descrito por Ikeda et al., (2002,
Naunyn—-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology, vol, 366,
p. 97-103), foi determinada a estimativa da afinidade funcional
do composto de teste ©para o0s receptores M3 muscarinicos,
utilizando alteracdes no Ca’’ intracelular. O método ¢é abaixo

descrito, de um modo resumido.

Foram isoladas células de musculo 1liso de Dbexigas de
cobaias, das quais foi removida a epiderme, carregadas com um
corante fluorescente sensivel ao cdalcio, Fura2, e suspendidas em
solucao tampao de Hank sem vermelho de fenol suplementada com
HEPES 20 mM (pH 7,4) e albumina de soro bovino a 0,1%. Um
aliquota de suspensdo celular (490 uL) foi continuamente
agitada, mantida a 28 °C e monitorizada para a proporgao de
fluorescéncia (500 nm) com excitagdo a 340 nm e com excitacdo a
380 nm. A cada aliquota, foram adicionados, em série, 5 pL de
composto de teste e solugdes de carbacol com um intervalo de

2 minutos e o aumento madximo na proporcdo superior ao nivel
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imediatamente antes da estimulacdo foi utilizado na andlise dos
dados. A concentracdo necessdria para 50% de estimulacdao ou 50%
de inibicdo, isto &, ECso ou ICsy, foi obtida por ajuste de curva
sigmdéide, depois, os valores de ICsg do composto de teste foram
convertidos nos valores Ki, com Dbase no valor de ECsy do

carbacol, utilizando a equacao de Cheng-Prusoff.

A Tabela 4 mostra os resultados.

Tabela 4
Composto Testado ICso (ng/mL) Ki (nM)
Exemplo 1 2,4 + 0,75 0,68 « 0,21
Exemplo 2 3,2 £ 0,97 0,62 = 0,16
Exemplo 3 3,8 £ 1,2 0,69 £ 0,19
Exemplo 4 2,5 = 0,044 0,66 = 0,046
Exemplo 5 1,8 + 0,79 0,47 = 0,12
Exemplo 6 4,3 + 1,2 0,84 + 0,10
Exemplo 7 1,8 + 0,49 0,066 = 0,28
Exemplo 8 2,3 = 0,87 0,55 «+ 0,12
Exemplo 9 2,2 + 0,33 0,56 = 0,048
Exemplo 10 2,6 = 0,42 0,65 « 0,12
Exemplo 11 2,2 + 0,87 0,52 = 0,13
Exemplo 12 1,9 £ 0,30 0,54 £ 0,055

Como apresentado acima, os sals de adicdo de &cido do
Composto A da presente invencaoc mostraram apresentar a afinidade
para receptores M; muscarinicos que ¢é suficiente para a sua

utilizagcdo como um medicamento.

37



Exemplo de Teste 5: Efeitos inibitérios na contracgado de

bexiga induzida por carbacol em murganhos anestesiados

0O método para determinacao dos efeitos inibitdrios dos
compostos de teste na contraccdo da bexiga ¢é descrito de

seguida.

Murganhos fémea, pesando 30 a 35 g, foram anestesiados com
uma dose sub-letal (75 mg/kg, 1i.v.) de pentobarbital de sdédio e
colocadas em supino numa placa de aquecimento para manter a
temperatura corporal. Foi canulado um cateter de polietileno
(PE10) na bexiga via a uretra e mantido por sutura em bolsa na
abertura uretral externa. Foi inserido outro cateter na veia
femoral para injecgdes de solugdes de fadrmaco num volume de
3 mL. O cateter da bexiga foi ligado a um transdutor de pressao
através de uma valvula de torneira de trés vias. A bexiga foi
esvaziada por drenagem da urina através do cateter e, depois,
distendida com cerca de 100 pL de solugao salina fisioldgica e

foi determinada a pressao intravesicular.

Apbés a estabilizagdao da pressao intravesicular, foi
administrado, repetidamente, o agonista muscarinico carbacol
(10 ng/kg) com um intervalo de 15 minutos ou mais. Através
disto, as contracgdes da bexiga ocorreu de um modo reprodutivel
ao longo de 2 horas sem deterioracao das condigdes fisicas. Apds
terem sido obtidas trés respostas ao carbacol, uma injeccgao de
composto de teste foi seguida por administracgdo de carbacol
10 minutos depois e este processo foi repetido com doses
crescentes do composto de teste. Em gquatro ou cinco murganhos
por composto de teste, foli obtida a inibigdo percentual de meios
de respostas anteriores ao farmaco e foili estimada a dose de

composto de teste necessdria para 50% de inibicdo (IDsg) através
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de andlise de regressao linear. 0Os murganhos gque apresentaram
constricdo ritmica de bexiga ndao foram utilizados para a andlise

de dados.

Foram obtidos os seguintes valores de IDsp: 0,079 mg/kg para
o Exemplo 1, 0,090 mg/kg para o Exemplo 4, 0,059 mg/kg para o
Exemplo 5, 0,050 mg/kg para o Exemplo 7 e 0,057 mg/kg para o

Exemplo 8.
O resultado sugere claramente que os sais de adicao de
dcido do Composto A da presente 1nvencdo apresentam efeitos

inibitdérios na contracgcdo da bexiga induzida pelo agonista

muscarinico carbacol.

Lisboa, 4 de Julho de 2008

39



REIVINDICACOES

Sal de adicao de 4&cido de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-

—-ilo com um acido seleccionado do grupo S consistindo em

acido (-)-(2S,3S)-tartarico,

acido (+)-(2S,3S)-di-O-benzoiltartarico,

acido (+)-(28,38)-di-0-(4-metilbenzoil)tartarico,
(-)-L-fenilalanina, acido benzenossulfdénico, acido
ciclo-hexanossulfamico, &acido bromidrico, &acido naftaleno-
-2-sulfdénico, acido sebdcico, dcido (+)-canfor-10-
-sulfénico, acido p—-toluenossulfdénico, acido

etanossulfénico, &dcido metanossulfdénico e metilfosfato.

Sal de adicdo de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

(-)—-(2S,38)-tartarato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-

-ilo

Sal de adicdo de 4acido, de acordo com a Reivindicacao 1, em

que o sal é

(+)-(2S,3S)-di-O-benzoiltartarato de (1lR)-1-fenil-1,2,3,4-
-tetra-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)—(3R) -

-quinuclidin-3-ilo.



Sal de adicdo de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

(+)—-(2S8,35)-di-0-(4-metilbenzoil)tartarato de (1R)-1-fenil-
-1,2,3,4-tetra-hidroisogquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-

—quinuclidin-3-ilo.

Sal de adicdo de &acido, de acordo com a Reivindicacao 1, em

que o sal é

(-)-L-fenilalaninato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-

-ilo.

Sal de adicado de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

benzenossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-
-ilo.

Sal de adicdo de acido, de acordo com a Reivindicacado 1, em

que o sal é

ciclo-hexanossulfamato de (1R)-1-fenil)-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-
-ilo.

Sal de adicado de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

bromidrato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-



10.

11.

12.

13.

—-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

Sal de adicado de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

naftaleno-2-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-
-ilo.

Sal de adicdo de &acido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

sebacato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina-2-

—carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

Sal de adicdo de &acido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

(+)—canfor-10-sulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-
-ilo.

Sal de adicdo de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

p-toluenossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-
-ilo.

Sal de adicdo de &acido, de acordo com a Reivindicacao 1, em

que o sal é



14.

15.

16.

etanossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-

-ilo.

Sal de adicado de &cido, de acordo com a Reivindicacdo 1, em

que o sal é

metanossulfonato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-
-hidroisoquinolina-2-carboxilato de (-)-(3R)-gquinuclidin-3-
-ilo.

Sal de adicdo de &acido, de acordo com a Reivindicacado 1, em

que o sal é

metilfosfato de (1R)-1-fenil-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinoli-

na-2-carboxilato de (-)-(3R)-quinuclidin-3-ilo.

Composicao farmacéutica compreendendo um ou mais compostos,

mencionados na Reivindicacdo 1 como um ingrediente activo.

Lisboa, 4 de Julho de 2008
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Figura 13
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