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FORMAS CRISTALINAS DE UM COMPOSTO DE 8-AZABICICLOI[3.2.1]
OCTANO
FUNDAMENTOS DA INVENGAO

Campo da invengdo

A invengdo & dirigida as formas de sal cristalino de
um composto de 8-azabiciclo[3.2.1l]Joctano que sao UGteis como
antagonistas do receptor opidéide p. A invengdo também &
dirigida as composig¢des farmacéuticas gque compreendem esses
compostos cristalinos, métodos de utilizacao desses
compostos para © tratamento ou atenuacdo de condig¢gdes
médicas mediadas pela atividade do receptor opidide p, e
processos UGteis para a prepara¢do desses compostos.

Técnicas estabelecidas

Os Pedidos Provisdrios de Patente U.S. com designag¢do
comum N°° 60/777.962, depositado em 1° de marco de 2006, e
60/841.028, depositado em 30 de agosto de 2006, e o Pedido
de Patente U.S. N° de Série 11/711.961 revelam compostos de
8-azabiciclo[3.2.1l]octano que sdo antagonistas do receptor
opidide p que, espera-se, sejam UGteis para o tratamento ou
atenuagdo de condigdes médicas mediadas pela atividade do
receptor opidide u. Em particular, o composto sulfato de 3-
endo- (8-{2- [ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)
aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1i1) benzamida é
especificamente revelado nesses pedidos como demonstrando
atividade antagonista do receptor opidide u.

A estrutura quimica de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil-
((8)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo
[3.2.1]oct-3-il)benzamida (daqui por diante composto 1) &

mostrada abaixo:



10

15

20

25

30

2/68

N/\/’N Q
N OH
HO H

1

Para utilizar eficazmente esse composto como um agente
terapéutico, seria desejavel ter uma forma de sal em estado
sb6lido gque possa ser prontamente fabricado e gque possua
estabilidade quimica e fisica aceitéaveis. Por exemplo,
seria altamente desejavel ter uma forma de sal gque seja
termicamente estédvel, por exemplo, em temperaturas que
excedam cerca de 175°C ou cerca de 180°C, e ndo seja
higroscédpico nem deliquiescente, facilitando, dessa forma, o
processamento e armazenamento do material. sélidos
cristalinos sdo geralmente preferidos em relagdo as formas
amorfas, para aumento da pureza e estabilidade do produto
manufaturado.

Nenhuma forma de sal cristalino de composto 1 foi
relatada previamente. Consequentemente, existe a
necessidade de uma forma de sal cristalino de composto 1
estédvel que ndo seja higroscdpica nem deliqlescente, e
exiba estabilidade térmica favoravel.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo fornece um sal de sulfato
cristalino de 3-endo- (8-{2- [ciclohexilmetil- ((S)-2,3-
diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-
il) benzamida ou um solvato deste. Em um aspecto, a forma
de sal cristalino da invengdo é um sal de sulfato
cristalino de composto 1. Em outro aspecto, a forma de sal
cristalino da invengdo é um hidrato cristalino do sal de

sulfato de composto 1.
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Surpreendentemente, verificou-se que o sal de sulfato
cristalino da invencgdo nao exibe eventos térmicos
significativos abaixo de uma temperatura de fusdo na faixa
de cerca de 190 a cerca de 205°C e exibe uma alterag¢dao de
peso de menos do que cerca de 0,3% gquando exposto a uma
gama de umidade relativa entre cerca de 2% e cerca de 90%
em temperatura ambiente. Além disso, nem o sal de sulfato
cristalino da invengao nem o) hidrato deste sdo
deliqlescentes quando expostos a até cerca de 90% de
umidade relativa em temperatura ambiente.

Entre outros usos, espera-se que as formas de sal
cristalino da invengdo sejam TUteis para a preparagdo de
composi¢des farmacéuticas para o tratamento ou atenuagao de
condigdes médicas mediadas pela atividade do receptor
opidide up. Consequentemente, em outro dos aspectos da
composigao, a inveng¢do fornece uma composicdo farmacéutica
gue compreende um veiculo farmaceuticamente aceitavel e um
sal de sulfato cristalino de 3-endo- (8-{2-[ciclohexilmetil-
((8)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo
[3.2.1]oct-3-il)benzamida ou um solvato deste.

A invencdo também fornece um método de tratamento ou
melhora de uma doenga ou condigdo atenuada por tratamento
com um antagonista do receptor opidide u, por exemplo, um
distirbio de motilidade reduzida do trato gastrintestinal,
o método compreendendo a administrag¢do ao mamifero de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um sal de sulfato
cristalino de 3-endo- (8-{2- [ciclohexilmetil- ((S)-2,3-
diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]Joct-3-
i1) benzamida ou um solvato deste.

A invengdo ainda fornece um método de tratamento de
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disfungdo intestinal ou obstrugido total do intestino pés-
operatdria induzida por opidide, o método compreendendo a
administragdo ao mamifero de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um sal de sulfato cristalino de
3-endo- (8-{2- [ciclohexilmetil- ((S8)-2,3-diidroxi-
propionil)amino]etil}-8-aza-biciclo [3.2.1]loct-3-
il)benzamida ou um solvato deste.

Em outro aspecto do método, a inveng¢do fornece um
processo para a preparagdo de um sal de sulfato cristalino
da invengdo, o processo compreendendo o contato de 3-endo-
(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)amino]
etil}-8-aza-biciclo[(3.2.1]loct-3-1il)benzamida com acido
sulfdrico para formar uma mistura de reagdo, e o isolamento
do sal de sulfato cristalino da mistura de reagdo.

A invencao fornece um processo adicional para a
preparagdao de um sal de sulfato cristalino da invengao, o0
processo compreendendo a dispersdo de um hidrato cristalino
do sal de sulfato de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S) -
2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-
3-il)benzamida em um diluente gque compreende metanol para
formar uma mistura de reacdo, e o isolamento do sal de
sulfato cristalino da mistura de reagdo.

Ainda em outro aspecto do método, a invencao fornece
um processo para a preparagdo de um sal de sulfato
cristalino de composto 1, o processo compreendendo: (a) o
contato de um precursor protegido com composto 1 em que os
grupos hidréxi estdo protegidos com Acido sulfdrico para
formar uma primeira mistura de reag¢do; (b) isolamento de um
sal sbélido de grau intermedidrio de sulfato do composto 1

da primeira mistura de reac¢do; (c) dispersdo do sal sdlido
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de grau intermedidrio de sulfato em um diluente que
compreende metanol para formar uma segunda mistura de
reacdo; e (d) isolamento do sal de sulfato cristalino da
segunda mistura de reagdo.

Em um aspecto relacionado da composigdao, a invengdo
fornece o aduto de bissulfito de benzil éster de &acido N-
ciclohexilmetil- (2-oxoetil) -carbdmico, que & UUtil para a
preparagdo do precursor protegido acima para o composto 1.

A invencdo também fornece um sal de sulfato cristalino
da invengdo, como aqui descrito, para uso em terapia ou
como um medicamento, bem como o uso de um sgal de sulfato
cristalino da invengdo na fabricagdo de um medicamento,
especialmente para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento de um distlGrbio associado & atividade do
receptor opidide p em um mamifero.

BREVE DESCRIQKO DOS DESENHOS

Varios aspectos da presente invengdo sdo ilustrados
por referéncia aos desenhos em anexo.

A Figura 1 mostra um padrd8o de difracdo de pd com
raios X (XRPD) de um sal de sulfato cristalino de 3-endo-
(8-{2—[ciclohexilmetil-((S)—2,3-diidroxi—propionil)amino]
til}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida da invengdo.

A PFigura 2 mostra um tragado de calorimetria de
varredura diferencial (DSC) (eixo vertical lateral direito)
e um tragado de andlise térmica gravimétrica (TGA) (eixo
vertical lateral esquerdo) para um sal de sulfato
cristalino de 3-endo- (8-{2- [ciclohexilmetil- ((S)-2,3-
diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-
il) benzamida da invenc¢édo.

A Figura 3 mostra um tragado de absorcdo dindmica de
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umidade (DMS) para um sal de sulfato cristalino de 3-endo-
(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)amino]
etil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida da invencdo.

A Figura 4 mostra um padrdo de difragdo de pd com
raios X (XRPD) de wum hidrato cristalino de um sal de
sulfato de 3-endo- (8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-
propionil)amino]etil}-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-1i1)
benzamida da invencgao.

A Figura 5 mostra um tragado de calorimetria de
varredura diferencial (DSC) (eixo vertical lateral direito)
e um tracado de anadlise térmica gravimétrica (TGA) (eixo
vertical lateral esquerdo) para um hidrato cristalino de um
sal de sulfato de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-
diidroxi-propionil)amino]letil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-
il)benzamida da invencido.

A Figura 6 mostra um tragado de absorg¢do dindmica de
umidade (DMS) para um hidrato cristalino de um sal de
sulfato de 3-endo- (8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-
propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-11)
benzamida da invencgao.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A inveng¢do fornece um sal de sulfato cristalino de 3-
endo- (8-{2- [ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)
aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il)benzamida ou um
solvato deste.

Definicgdes

Na descrigdo dos compostos, composigdes e métodos da
invencgao, os seguintes termos possuem os seguintes
significados, a menos que indicado de forma diferente.

O termo “quantidade terapeuticamente eficaz” significa
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uma quantidade suficiente para efetuar o tratamento quando
administrada a um paciente que necessita de tratamento.

O termo “tratamento”, como aqui usado, significa o
tratamento de uma doenga, um distlirbio ou uma condigdo
médica em um paciente, por exemplo, um mamifero
(particularmente um ser humano) que inclui:

(a) prevencdo da ocorréncia da doenga, do distidrbio ou
da condig¢ao médica, ou seja, tratamento profilatico de um
paciente;

(b) atenuagdo da doenca, do distlirbio ou da condigao
médica, ou seja, elimina¢do ou produgdo da regressdo da
doenga, do distlOrbio ou da condigdo médica em um paciente,
incluindo o antagonismo aos efeitos de outros agentes
terapéuticos;

(c) supressdo da doeng¢a, do distirbio ou da condicgao
médica, ou seja, tornar mais lento ou interromper o
desenvolvimento da doenga, do distlGrbio ou da condigdo
médica em um paciente; ou

(d) alivio dos sintomas da doenga, do distiGrbio ou da
condigdao médica em um paciente.

O termo “solvato” significa um complexo ou agregado
formado por uma ou mais moléculas de um soluto, ou seja, um
composto da invengdo ou um sal farmaceuticamente aceitéavel
deste, e uma ou mais moléculas de um solvente. Tais
solvatos sdo tipicamente sdlidos cristalinos que possuem
uma proporgdo molar substancialmente £fixa de soluto e
solvente. Solventes representativos incluem, como forma de
exemplo, &gua, metanol, etanol, isopropanol, &acido acético,
e semelhantes. Quando o solvente & &Agua, o solvato formado

€ especificamente denominado um hidrato.
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(0] texrmo “sal de sulfato cristalino” ou,
alternativamente, “sal de sulfato cristalino (forma
anidra)” ou “sal anidro de sulfato”, como agqui usado,

significa um sd6lido cristalino gque ndo inclui uma fragdo
molar substancialmente fixa de moléculas de solvente na
rede cristal, ou seja, um gue nido seja um solvato ou
hidrato. Solvatos, ou especificamente hidratos, da invencgédo
sdo identificados explicitamente.

Deve-se observar gque, como usado na especificagdo e
nas reivindicag¢des em anexo, as formas no singular “um”,
“uma”, “o” e “a” podem incluir referéncias no plural, a
menos que o conte@ido indique claramente de forma diferente.

Agente ativo

O agente ativo nas presentes formas de sal, ou seja,
composto 1, & designado 3-endo- (8-{2-[ciclohexilmetil- ((S) -
2,3-diidroxi-propionil)amino]etil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-
3-il)benzamida. Alternativamente, usando as convencgdes da
IUPAC, como implementadas no software AutoNom (MDL
Information Systems, GmbH, Frankfurt, Alemanha), o composto
é denominado 3-((1R,3R,5S5)-8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-
diidroxi-propionil)aminoletil}-8-azabiciclo[3.2.1] oct-3-
il)benzamida. Portanto, o nome aqui utilizado corresponde a
notag¢do da IUPAC, com a orientag¢do endo do grupo fenil

substituido com relagdo ao grupo 8-azabiciclo[3.2.1]octano

indicada explicitamente. Ainda em outras nomenclaturas
comuns, a porg¢do “((S8)-2,3-diidroxi-propionil)amino” da
molécula €é designada de forma varidvel como ((8)-2,3-
diidroxi-1l-oxopropil)amino ou ((8)-2,3-

diidroxipropanamido) .

Formas de sal da invengdo
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Em um aspecto, a inveng¢do fornece sulfato de 3-endo-
(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)amino]
etil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida cristalino.

Em um aspecto, o sal de sulfato cristalino da presente
invengdo €& caracterizado por um padrdo de difragdo de pd
com raios X (XRPD) gque possui dois ou mais picos de
difragdo, incluindo trés ou mais e quatro ou mais picos de
difracdao, em valores de 206 selecionados de 6,58 + 0,20,
7,52 + 0,20, 9,35 + 0,20, 14,69 + 0,20, 16,01 + 0,20, 17,45
+ 0,20, 17,99 + 0,20, 18,62 + 0,20, 19,76 + 0,20, 21,11 =+
0,20, 22,07 + 0,20, 23,18 + 0,20, 23,74 + 0,20, 24,56 <+
0,20, 25,63 + 0,20, 26,45 + 0,20, 27,86 + 0,20, 28,31 4+
0,20, 29,54 + 0,20, 30,59 + 0,20, 31,58 + 0,20, 33,89 +

0,20 e 36,02 + 0,20. Em particular, nesse aspecto, a forma
cristalina & caracterizada por um padrdo de difragdo de pd
com raios X gque possui dois ou mais picos de difracgédo,
incluindo trés ou mais e quatro ou mais picos de difracgdo,
em valores de 20 selecionados de 14,69 * 0,20, 16,01 +
0,20, 21,11 &+ 0,20, 22,07 + 0,20 e 23,18 + 0,20.

Como é bem conhecido no campo da difragdo de energia
de raios X, as posi¢des de pico dos espectros de XRPD sédo
relativamente menos sensiveis aos detalhes eXperimentais,
tais como detalhes de preparagdo de amostra e geometria do
instrumento, do que sd3o as alturas relativas de pico. Dessa
forma, em um aspecto, um sal de sulfato cristalino de
composto 1 & caracterizado por um padrdo de difracdo de pd
com raios X no qual as posic¢des de pico estdo
substancialmente de acordo com aquelas mostradas na Figura

1.

A estrutura cristalina do sulfato foi ainda
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caracterizada por andlise de difragdo de raios X cristal
inica, fornecendo os seguintes parametros de rede: célula
unitdria é ortorrdmbica com dimensdes a = 6,8239 A, b =
16,2275 A, ¢ = 24,2021 A, o = B = 7y = 90°; volume celular
(V) de 2680,0 A®; densidade calculada & 1,38 g/cm’; grupo
espacial & P2;2;2; (#19). A estrutura molecular resultante
confirma gque a composigdo quimica €& aquela do sal de
sulfato de composto 1 em uma proporg¢do molar de 1:1 de
contra-ion de sulfato para composto 1 e que a célula
unitaria assimétrica ndo contém &gua ou outras moléculas
solventes. Os picos de difragdo de energia de raios X
previstos a partir das posigdes atdmicas derivadas estdo
plenamente de acordo com o padrdo de XRPD observado.

Em outro aspecto, o sal de sulfato cristalino da
presente inveng¢do €& caracterizado por seu comportamento
quando exposto a temperatura elevada. Como demonstrado na
Figura 2, o tragado de calorimetria de varredura
diferencial (DSC) de uma amostra altamente cristalina exibe
um pico no fluxo de calor endotérmico, identificado como
uma transicdo de fusdo, na faixa de cerca de 190°C a cerca
de 205°C. O tragado de andlise térmica gravimétrica (TGA)
mostra auséncia de perda de ©peso significativa em
temperaturas abaixo do ponto de fusdo. A decomposigdo
térmica ocorre aproximadamente mediante fusdo.

Ainda em outro aspecto, um sal de sulfato cristalino é
caracterizado por seu espectro de absorgdo infravermelha
que mostra bandas de absorgdo significativas em torno de
430, 590, 639, 705, 867, 1.036, 1.053, 1.105, 1.171, 1.231,

i1.277, 1.375, 1.3%1, 1.452, 1.476, 1.553, 1.596, 1.639,

1.664, 2.852, 2.907, 2.928, 2.967, 3,168 e 3.357 cm .
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Foli demonstrado que um sal de sulfato cristalino de
composto 1 possui um perfil de adsorg¢do/dessorgdo
reversivel, com um nivel excepcionalmente baixo de
capacidade higroscdpica (ou seja, menos do gque cerca de
0,3% de ganho de peso na faixa de umidade de 2% de umidade
relativa até 90% de umidade relativa em temperatura
ambiente), como mostrado na Figura 3.

Adicionalmente, verificou-se que o sal de sulfato
cristalino de composto 1 & estédvel mediante exposigdo a
temperatura e umidade elevadas. Apds armazenamento por 4
semanas a 40°C e 75% de umidade relativa, a analise porx
HPLC n3o mostrou degradag¢ao quimica e ndo havia alteragdes
detectaveis nos resultados de DSC, TGA ou XRPD.

Em outro aspecto, a invengdo fornece um hidrato
cristalino de um sal de sulfato de composto 1.

Em um aspecto, um hidrato cristalino de um sal de
sulfato da presente invengdo é caracterizado por um padrado
de difragdo de pd com raios X (XRPD) que possui dois ou
mais picos de difragdo, incluindo trés ou mais e qguatro ou
mais picos de difracdo, em valores de 26 selecionados de
9,41 + 0,20, 9,98 + 0,20, 15,17 + 0,20, 16,70 + 0,20, 18,59
+ 0,20, 19,46 + 0,20, 19,91 + 0,20, 20,63 + 0,20, 21,35 +
0,20, 21,89 + 0,20, 23,00 + 0,20, 24,20 + 0,20, 25,40 =+
0,20, 26,03 + 0,20, 27,44 + 0,20, 28,46 + 0,20, 29,45 =+
0,20, 31,22 + 0,20, 31,82 + O0,20, 33,17 + 0,20, 33,56 +
0,20 e 36,89 + 0,20. Em particular, nesse aspecto, a forma
cristalina & caracterizada por um padrdo de difracgdo de pd
com rajios X que possui dois ou mais picos de difragdo,
incluindo trés ou mais e quatro ou mais picos de difragdo,

em valores de 26 selecionados de 16,70 * 0,20, 18,59 &
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0,20, 19,46 + 0,20, 19,91 + 0,20, 23,00 + 0,20 e 24,20 =%+
0,20.

Em outro aspecto, um hidrato cristalino de um sal de
sulfato de composto 1 é caracterizado por um padrdo de
difragcdo de pd com raios X no qual as posigdes de pico
estdo substancialmente de acordo com aquelas mostradas na
Figura 4.

O hidrato cristalino de um sal de sulfato da presente
invengdo também é caracterizado por seu tragado de
calorimetria de varredura diferencial (DSC), que exibe dois
eventos endotérmicos: um primeiro pico no fluxo de calor
endotérmico na faixa de cerca de 125 a cerca de 133°C, e um
segundo pico na faixa de cerca de 178 a cerxrca de 183°(C,
gquando analisado em uma taxa de aquecimento de 10°C por
minuto, como ilustrado na Figura 5. O tragado de analise
térmica gravimétrica (TGA) mostra um primeiro evento
térmico entre cerca de 60 e cerca de 140°C e um segundo
evento térmico entre cerca de 140 e cerca de 190°C. A
anadlise por TGA acoplada ao IR do material vaporizado no
primeiro evento térmico & consistente com uma composigdo de
hidrato que possui cerca de um mole de &agua por mole de
sulfato do composto 1.

Surpreendentemente, um hidrato cristalino de um sal de
sulfato de composto 1 demonstrou baixa capacidade
higroscdépica. Como ilustrado na Figura 6, o hidrato
cristalino exibe um perfil de adsorgdo/dessorg¢do reversivel
em temperatura ambiente ao longo de toda a faixa de cerca
de 2% a cerca de 90% de umidade relativa, com menos do que
cerca de 0,3% de ganho de peso ao longo de toda a faixa de

umidade relativa.
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Essas propriedades das formas de sal desta invengdo
sdo ainda ilustradas nos Exemplos abaixo.

Procedimentos sintéticos

O agente ativo, 3—endo—(8—{2—[ciclohexilmetil—((S)-
2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-
3-il)benzamida, pode ser preparado a partir de materiais de
partida prontamente disponiveis pela utilizacgdo dos
procedimentos descritos nos Exemplos abaixo, ou com a
utilizagdo dos procedimentos descritos nos Pedidos U.S. com
designacgdo comum listados na segao “Fundamentos da
invencdo” deste pedido.

Em um método de preparagao, um sal de sulfato
cristalino da invengdo é preparado pelo contato de 3-endo-
(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-
propionil)amino]letil} -8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-
il)benzamida com cerca de 0,5 a cerca de 1,5 equivalente
molar, incluindo cerca de 1 equivalente molar, de Aacido
sulfirico. Geralmente, essa reagdo é realizada em um
diluente inerte em uma temperatura gque varia de cerca de
0°C a cerca de 65°C, incluindo cerxca de 60 a cerca de 65°C.
Diluentes inertes adequados incluem, por exemplo, metanol,
tolueno, diclorometano, e combina¢des como, por exemplo,
toluenoc e acetonitrila, diclorometano e acetonitrila, e
tolueno, acetonitrila e &gua, além de uma combinag¢do de
metanol e &agua que compreende cerca de 10% de &gua. Com o
uso desses diluentes, uma mistura de reagdo com uma
concentragdo entre cerca de 5 e cerca de 400 mg/ml,
incluindo entre cerca de 50 e cerca de 100 mg/ml, &
preparada e mantida por cerca de 2 e cerca de 24 horas, com

agitagdo opcional. A mistura pode ser resfriada até entre
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cerca de 5 e cerca de 20°C durante o periodo de manutengdo.

Com o término da reacdo, um sal cristalino da invengdo
é isolado da mistura de reagdo por gqualgquer meio
convencional, por exemplo, filtracgdo, concentragao,
centrifugagdo, e semelhantes.

Alternativamente, o sulfato cristalino da invengdo &
preparado por recristalizagdo da forma de hidrato. O
hidrato cristalino estd disperso em um diluente inerte,
como descrito acima, em uma concentragdo entre cerca de 5 e
cerca de 400 mg/ml. Metanol, ou uma combina¢do de
metanol:agua, em uma proporgdo de cerca de 3:1 a cerca de
9:1, é diluente particularmente Util para essa reagdo. A
mistura de reag¢do é mantida em temperaturas na faixa de
cerca de 0 a cerca de 65°C, tipicamente com agitag¢do, por
entre cerca de 1 e cerca de 24 horas, incluindo entre cerca
de 1 e cerca de 6 horas. Tipicamente, a mistura de reagdo é
resfriada de cerca de 65°C até entre cerca de 5 e cerca de
20°C durante o periodo de manuten¢do. Para aumentar o
rendimento, o volume da solugdo pode ser reduzido em torno
de 50%, antes de manter a mistura de reag¢do por um periodo
de tempo entre cerca de 1 e cerca de 24 horas, incluindo
entre cerca de 1 e cerca de 6 horas, em uma temperatura
entre cerca de 5 e cerca de 20°C. Os cristais resultantes
sdo recuperados convencionalmente.

Tanto o sal de sulfato cristalino gquanto o hidrato
cristalino do sal de sulfato de composto 1 sdo
vantajosamente preparados a partir do precursor protegido
do composto 1. Como descrito nos exemplos abaixo, para
preparar o agente ativo, o aldeido protegido 2, benzil

éster de dcido N-ciclohexilmetil- (2-oxoetil) -carbimico,
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-

regenerado a partir de seu aduto de bissulfito 3, &
acoplado ao cloridrato de 3-endo- (8-azabiciclo[3.2.1]Joct-3-
il) -benzamida 4 para fornecer o intermedidrio protegido 5,
que é desprotegido para fornecer 3-endo-{8-[2-

(ciclohexilmetilamino)etil] -8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-

il}benzamida 6.

O
oy ° O o
~T
N

5 6

A reagdo do intermediario 6 com (4S5)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolano-4-carboxilato de litio 7 fornece o intermediério
protegido {2-[3-(3-carbamoil-fenil)-8-azabiciclo[3.2.1]oct-
8-illetil}ciclohexilmetil-amida de a&acido (S8)-2,2-dimetil-

[1,3]dioxolano-4-carboxilico 8.

=

O intermedidrio protegido 8 & colocado em contato com

cerca de 0,8 a cerca de 1,3 equivalente, tipicamente cerca
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de 1 a cexca de 1,2 equivalente, de &acido sulftGrico aquoso
em um diluente inerte, por exemplo, acetato de etila ou
acetato de isopropila, em uma temperatura entre cerca de 20
e cerca de 30°C. Um segundo diluente, que € miscivel com a
mistura de reac3o, e no gual o produto & menos solivel, &
tipicamente incluido na mistura de reagdo. Acetonitrila &
atil como o segundo diluente. A mistura de reagdo &
tipicamente agitada por um periodo entre cerca de 2 e cerca
de 72 horas, resultando na desprotegdo do composto 8 e
formagdo do sal s6lido de grau intermediario de sulfato de
composto 1, que & tipicamente predominantemente o hidrato
cristalino do sulfato do composto 1. O produto de grau
intermedidrio pode ser i1solado convencionalmente, por
exemplo, por filtracgdo.

A forma de hidrato pode ser obtida por recristalizagdo
do produto de sulfato de grau intermedidrio, por exemplo,
por suspensao do produto de grau intermediario em
acetonitrila com aquecimento, adig¢do de &agua para promover
a dissolugdo, resfriamento até a temperatura ambiente, e
isolamento da forma recristalizada de hidrato, como
descrito no Exemplo 2 abaixo.

O sal de sulfato cristalino de composto 1 pode serxr
obtido a partir do produto sélido de grau intermedidrio da
etapa de desprotegdo descrita acima. O produto de grau
intermedidrio esta disperso em um diluente inerte que
compreende metanol em uma concentrag¢ado entre cerca de 5 e
cerca de 400 mg/ml, incluindo entre cerca de 50 e cerca de
200 mg/ml. Surpreendentemente, foi determinado qgue uma
combinagdo de metanol e &agua, que possui até 25% de A&agua,

incluindo entre cerca de 0 e cerca de 15% de &agua, e entre
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cerca de 5 e cerca de 15% de agua, € um diluente UGtil para
a preparagdo de um sal anidro cristalino. Em particular,
uma combina¢do de metanol e agua gue compreende cerca de
10% de &gua & UGtil para recristalizag¢do do produto de grau
intermedidrio no sal anidro de sulfato da presente
invencao.

Em um processo de recristalizagdo tipico, a mistura de
reagcdo ¢é aquecida até que seja obtida a dissolugdo
completa; por exemplo, a mistura de reagdo & aquecida até
cerca de 65°C, e depois resfriada até entre cerca de 5 e
cerca de 22°C ao longo de um periodo entre cerca de 2 e
cerca de 24 horas. Opcionalmente, cristais de semeadura do
sal anidro de sulfato podem ser adicionados quando a
mistura de reagdo estiver abaixo da temperatura de
dissolucgao. Os cristais resultantes sdo recuperados
convencionalmente, por exemplo, por filtragdo.

De acordo ainda com outro processo, a forma de hidrato
pode ser preparada a partir da forma de sulfato cristalino
(anidra) . Tipicamente, o sulfato cristalino primeiro é
convertido em uma forma amorfa, mais solavel, por exemplo,
por 1liofilizagdo ou evaporagdo rdpida de uma solucdo
preparada a partir do sulfato cristalino. O material amorfo
sb6lido de sulfato & entdo disperso em um sistema solvente
aquoso, por exemplo, 25% de agua e 75% de acetonitrila, e
opcionalmente agitado por um periodo de tempo, acima de
cerca de 12 ou acima de cerca de 24 horas, em temperaturas
na faixa de cerca de 0 a cerca de 65°C. Tipicamente, a
temperatura inicialmente é elevada até cerca de 65°C e
depois reduzida até entre cerca de 5 e cerca de 20°C. A

forma de hidrato cristalino resultante €& recuperada
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convencionalmente.

Consequentemente, em um aspecto do método, dentre
outros processos, a inven¢do fornece um processo para a
preparacdo de um sal de sulfato cristalino de composto 1, o
processo compreendendo: (a) o contato de um precursor
protegido com composto 1 em gue os grupos hidrdéxi estdo
protegidos, com &cido sulfirico para formar uma primeira
mistura de reagdo; (b) isolamento de um sal sdélido de grau
intermediario de sulfato de composto 1 da primeira mistura
de reagao; (c) dispersao do sal sdlido de grau
intermedidrio de sulfato em wum diluente gque compreende
metanol para formar uma segunda mistura de reacgdo; e (d4)
isolamento do sal de sulfato cristalino da segunda mistura
de reacgdo.

Além disso, em um aspecto da composig¢do, a invengao
fornece o aduto de bissulfito de benzil éster de &cido N-
ciclohexilmetil- (2-oxcetil) -carbamico 3 atil para a
preparagdo do composto 1. Como descrito na Preparagdo 1, o
aduto de bissulfito 3 pode ser preparado por aminagao
redutiva de ciclohexanocarboxaldeido por 2,2-
dietoxietilamina usando sédio triacetoxiborohidreto,
seguida por adigdo de um grupo de Dprotegdo amino,
desprotegdo da funcionalidade aldeido e conversdo no aduto

de Dbissulfito por reagao com Dbissulfito de sédio.

Alternativamente, a aminag¢do redutiva inicial pode ser
realizada por hidrogenagdo catalitica. Catalisadores de
hidrogenacgao adequados incluem, sem limitagdo,

catalisadores de paladio, platina e niquel de Raney.

Composic¢d8es farmacéuticas

As formas de sal de sulfato cristalino da invencao sao
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tipicamente administradas a um paciente na forma de uma
composigdo ou formulagdo farmacé&utica. Essas composigdes
farmacéuticas podem ser administradas ao paciente por
qualquer via de administrag¢do aceitdvel, incluindo, sem
limitagdo, modos de administrag¢do orais, retais, vaginais,
nasais, inalados, tépicos (incluindo transdérmicos) e
parenterais.

Conseqientemente, em um dos aspectos das composigdes,
a invengdo é dirigida a uma composigdo farmacéutica que
compreende um veiculo ou excipiente farmaceuticamente
aceitavel e uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
sal de sulfato cristalino de composto 1 ou um solvato
deste. Opcionalmente, essas composigdes farmacéuticas podem
conter outros agentes terap&uticos e/ou de formulagido, se
desejado. Quando se discutem as composig¢des, subentende-se
que o termo “sal da invengao” inclui o sal de sulfato
cristalino de composto 1, bem como solvatos, em particular,
o hidrato, deste.

As composig¢des farmacéuticas da invengdo tipicamente
conté&m uma quantidade terapeuticamente eficaz do agente
ativo, presente na forma de um sal da invengdo.
Tipicamente, essas composig¢des farmacéuticas conterdo cerca
de 0,1 a cerca de 95% por peso do agente ativo;
preferivelmente, de cerca de 5 a cerca de 70% por peso; e
mais preferivelmente de cerca de 10 a cerca de 60% por peso
do agente ativo.

Qualquer veiculo ou excipiente convencional pode ser
usado nas composigdes farmacéuticas da invencdo. A escolha
de um veiculo ou excipiente em particular, ou combinac¢des

de veiculos ou excipientes, dependera do modo de
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administrag¢do usado para tratar um paciente ou tipo de
condig¢do médica ou estado de doenga em particular. A esse
respeito, a preparagdo de uma composigdo farmacéutica
adequada para um modo de administragdo em particular esta
incluida no escopo daqueles habilitados mnas técnicas
farmacéuticas. Adicionalmente, os veiculos ou excipientes
usados nas composig¢des farmacéuticas desta invengdo estdo
disponiveis comercialmente. Como ilustragdo adicional,
técnicas convencionais de formulagdo sdo descritas em
“"Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, 20°
Edigdo, Lippincott Willjijams & White, Baltimore, Maryland
(2000); e H.C. Ansel e cols., “Pharmaceutical Dosage Forms
and Drug Delivery Systems”, 7% Edigdo, Lippincott Williams
& White, Baltimore, Maryland (1999).

Exemplos representativos de materiais que podem servir
como veiculos farmaceuticamente aceitéaveis incluem, sem
limitag¢do, os seguintes: ac¢lGcares, tais como lactose,
glicose e sacarose; amidos, tais como amido de milho e
amido de batata; celulose como, por exemplo, celulose
microcristalina, e seus derivados, tais como carboximetil
celulose sdédica, etil celulose e acetato de celulose;
tragacanto em pd; malte; gelatina; talco; excipientes, tais
como manteiga de cacau e ceras de supositdrios; Sleos, tais
como 6leo de amendoim, &leo de semente de algoddo, dleo de
agafroa, 6leoc de gergelim, azeite de oliva, 6leo de milho e
6leo de soja; glicdis como, por exemplo, propileno glicol;
polidis, tais como glicerina, sorbitol, manitol e
polietileno glicol; ésteres, tais como oleato de etila e
laurato de etila; &agar; agentes de tamponamento, tais como

hidréxido de magnésio e hidrdéxido de aluminio; A&cido
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alginico; &gua sem pirdgeno; solugdo salina isotdnica;
solugdo de Ringer; &alcool etilico; solugdes de tampdo de
fosfato; e outras substéancias atdxicas compativeis
empregadas em composi¢des farmacéuticas.

As composigdes farmacé&uticas sdo preparadas
tipicamente por mistura ou mescla cuidadosa e 1iIntima do
agente ativo com um veiculo farmaceuticamente aceitéavel e
um ou mais ingredientes opcionais. A mistura uniformemente
mesclada resultante pode entdo ser moldada ou carregada em
comprimidos, capsulas, pilulas e semelhantes, com a
utilizag¢do de procedimentos e equipamentos convencionais.

As composicdes farmacé&uticas da invengé&ao sdo
preferivelmente embaladas em uma forma de dosagem unitaria.
O termo “forma de dosagem unitdria” refere-se a uma unidade
fisicamente distinta adequada a dosagem de um paciente, ou
seja, cada unidade contém uma quantidade predeterminada de
agente ativo calculada para produzir o efeito terapéutico
desejado, tanto isoladamente quanto em combina¢do com uma
ou mais unidades adicionais. Por exemplo, essas formas de
dosagem unitaria podem ser céapsulas, comprimidos, pilulas,
e semelhantes, ou embalagens unitarias adequadas a
administragdo parenteral.

Em uma modalidade, as composig¢des farmac&uticas da
invengdo sdo adeguadas & administrag¢do oral. Composig¢des
farmacéuticas adequadas & administrag¢do oral podem estar na
forma de capsulas, comprimidos, pilulas, pastilhas,
cachets, drageas, pds, granulos; ou como uma solucdc ou uma
suspensdo em um ligquido aquoso ou ndo agquoso; oOu como uma
emulsdoc liquida ©&leo-em-agua ou &agua-em-6leo; ou como um

elixir ou xarope; e semelhantes; cada uma contendo uma
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gquantidade predeterminada de um composto da presente
invengdo como um ingrediente ativo.

Quando destinada & administrac¢d@o oral em uma forma de
dosagem sélida (ou seja, como capsulas, comprimidos,
pilulas e semelhantes), as composi¢des farmacéuticas da
invengdo compreenderdo tipicamente o agente ativo e um ou
mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis como, por
exemplo, citrato de sddio ou fosfato dicalcico. Opcional ou
alternativamente, essas formas de dosagem sdlida também
podem compreender: enchimentos ou extensores, tais como
amidos, celulose microcristalina, lactose, sacarose,
glicose, manitol e/ou &acido silicico; aglutinantes, tais
como carboximetilcelulose, alginatos, gelatina, polivinil
pirrolidona, sacarose e/ou acédcia; umectantes como, por
exemplo, glicerol; agentes de desintegrag¢do, tais como
adgar-agar, carbonato de calcio, amido de batata ou de
tapioca, acido alginico, certos silicatos e/ou carbonato de
sédio; agentes de retardo de solugdo como, por exemplo,
parafina; aceleradores da absorg¢do, tais como compostos de
aménio quaterndrio; agentes umidificantes, tais como alcool
cetilico e/ou monoestearato de glicerol; absorventes, tais
como caulim e/ou argila bentonita; lubrificantes, tais como
talco, estearato de calcio, estearato de magnésio,
polietileno glicdis sélidos, lauril sulfato de sbé6dio e/ou
misturas destes; agentes corantes; e agentes de
tamponamento.

Agentes de 1liberagdo, agentes umidificantes, agentes
de revestimento, agentes adog¢antes, flavorizantes e
perfumantes, conservantes e antioxidantes também podem

estar presentes nas composigdes farmacéuticas da invencio.
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Exemplos de antioxidantes farmaceuticamente aceitaveis
incluem: antioxidantes hidrossoliveis, tais como &cido
ascOrbico, cloridrato de cisteina, bissulfato de sbédio,
metabissulfato de sé6dio, sulfito de sddio, e semelhantes;
antioxidantes lipossoliaveis, tais como palmitato de
ascorbila, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado,
lecitina, propil galato, alfa-tocoferol, e semelhantes; e
agentes quelantes de metal, tais como &acido citrico, &acido
etilenodiamina tetra-acético, sorbitol, &cido tartarico,
dcido fosférico, e semelhantes. Agentes de revestimento

para comprimidos, capsulas, pilulas e semelhantes incluem

aqueles usados para revestimentos entéricos, tais como
ftalato de acetato de celulose, ftalato de acetato de
polivinila, ftalato de hidroxipropil metilcelulose,
copolimeros de acido metacrilico-éster de acido
metacrilico, trimelitato de acetato de celulose,
carboximetil etil celulose, succinato de acetato de

hidroxipropil metil celulose, e semelhantes.

As composigdes farmacéuticas da invengdo também podem
ser formuladas para fornecer liberagdo lenta ou controlada
do agente ativo, usando, como forma de exemplo,
hidroxipropil metil celulose em propor¢des variaveis; ou
outras matrizes poliméricas, lipossomos e/ou microesferas.
Além disso, as composig¢des farmacéuticas da invengdo podem
opcionalmente conter agentes de opacificagdo e podem ser
formuladas de modo a liberar o ingrediente ativo apenas, ou
preferencialmente, em certa porgdo do trato
gastrintestinal, opcionalmente, de forma retardada.
Exemplos de composi¢des combinadas que podem ser usadas

incluem subst8ncias poliméricas e ceras. O agente ativo
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também pode estar em forma microencapsulada, se adequado,
com um ou mais dos excipientes descritos acima.

Formas de dosagem liquida adequadas a administracgado
oral incluem, como ilustragdo, emulsdes, microemulsdes,
solu¢gdes, suspensdes, xaropes e elixires farmaceuticamente
aceitaveis. Formas de dosagem liguida tipicamente
compreendem o agente ativo e um diluente inerte como, por
exemplo, agua ou outros solventes, agentes solubilizantes e
emulsificantes, tais como alcool etilico, alcool
isopropilico, carbonato de etila, acetato de etila, &lcool
benzilico, benzoato de benzila, propileno glicol, 1,3-
butileno glicol, o&leos (esp., 6leo de semente de algoddo,
6leo de amendoim, o6leo de milho, &leo de germe de trigo,
azeite de oliva, ©&éleo de ricino e b&leo de gergelim),
glicerol, &lcool tetrahidrofurilico, polietileno glicdis e
ésteres de &acido graxo de sorbitano, e misturas destes.
Suspensdes, além do ingrediente ativo, podem conter agentes
de suspensdo como, por exemplo, alcodis isocestearilicos
etoxilados, polioxietileno sorbitol e ésteres de sorbitano,
celulose microcristalina, meta-hidrdéxido de aluminio,
bentonita, aAgar-&gar e tragacanto, e misturas destes.

Os sais desta invengdo também podem ser administrados
por via parenteral (por exemplo, por injec¢do intravenosa,
subcutinea, intramuscular ou intraperitoneal) . Para
administragdo parenteral, o agente ativo €& tipicamente
misturado com um veiculo adequado para administracgdo
parenteral, incluindo, como forma de exemplo, solucgdes
aquosas estéreis, solugdo salina, alcodis de baixo peso
molecular como, por exemplo, propileno glicol, polietileno

glicol, &leos vegetais, gelatina, ésteres de &cido graxo,
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por exemplo, oleato de etila, e semelhantes. As formulagdes

parenterais também podem conter um ou mais antioxidantes,

solubilizantes, estabilizantes, conservantes, agentes
umidificantes, emulsificantes ou agentes dispersantes.
Essas formula¢des podem ser tornadas estéreis pelo uso de
um meio injetavel estéril, um agente esterilizante,
filtragdo, irradia¢do ou calor.

Alternativamente, as composigdes farmacéuticas da
inveng¢do sao formuladas para administrag¢do por inalacdo.
Composic¢des farmacéuticas adequadas & administragdo por
inalagdo estardo tipicamente na forma de um aerossol ou um
pS. Essas composigdes sdo geralmente administradas com a
utiliza¢do de dispositivos de liberac¢do bem conhecidos,
tais como um inalador de dose metrificada, um inalador de
pd seco, um nebulizador ou um dispositivo de 1liberacgdo
similar.

Quando administradas por inalagdo com o uso de um
recipiente pressurizado, as composigdes farmacéuticas da
inveng¢do compreenderdo tipicamente o ingrediente ativo e um
propelente adequado como, por exemplo,
diclorodifluormetano, triclorofluormetano,
diclorotetrafluoretano, didxido de carbono ou outro géas
adequado. Adicionalmente, a composigdo farmacéutica pode
estar na forma de uma céapsula ou cartucho (feito, por
exemplo, de gelatina) que compreende um composto da
invengdo e um pdé adequado para uso em um inalador de pd.
Bases de pds adequadas incluem, como forma de exemplo,
lactose ou amido.

Os sais da invenc¢do também podem ser administrados por

via transdérmica com o uso de sistemas e excipientes de
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liberagdo transdérmicos conhecidos. Por exemplo, o agente
ativo pode ser misturado com intensificadores da permeacgdo,
por exemplo, propileno glicol, monolaurato de polietileno
glicol, azacicloalcan-2-onas, e semelhantes, e incorporado
em um emplastro ou sistema de liberacgao similar.
Excipientes adicionais, incluindo agentes de gelificagédo,
emulsificantes e tampdes, também podem ser usados nessas
composigdes transdérmicas, se desejado.

Se desejado, os sais desta invencdo podem ser
administrados em combina¢do com um ou mais outros agentes
terapéuticos. Nessa modalidade, um sal desta invengdo &
misturado fisicamente com o© outro agente terapéutico para
formar uma composig¢do que contém ambos os agentes, ou cada
agente estd presente em composigdes separadas e distintas
que sao administradas ao paciente simultdnea ou
sequencialmente.

Por exemplo, um sal da invengdo pode ser combinado com
um segundo agente terapéutico com o uso de procedimentos e
equipamentos convencionais para formar uma composig¢do que
compreende um composto 1 e um segundo agente terapéutico.
Adicionalmente, os agentes terapéuticos podem ser
combinados com um veiculo farmaceuticamente aceitavel para
formar uma composig¢do farmacéutica que compreende um sal da
invengdo, um segundo agente terapéutico e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Nessa modalidade, os
componentes da composigdo s3o tipicamente misturados ou
mesclados para criar uma mistura fisica. A mistura fisica é
entdo administrada em uma quantidade terapeuticamente
eficaz com o uso de qualquer uma das vias aqui descritas.

Alternativamente, os agentes terapéuticos podem permanecer
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separados e distintos antes da administrag¢do ao paciente.
Nessa modalidade, os agentes ndo sdo misturados fisicamente
juntos antes da administragdo, mas sdo administrados
simultaneamente ou em momentos separados como composigdes
separadas. Essas composigdes podem sexr embaladas
separadamente ou podem ser embaladas juntas como um kit. Os
dois agentes terapéuticos no kit podem ser administrados
pela mesma Vvia de administragdo ou por vias de
administrag¢do diferentes.

Qualquer agente terapéutico compativel com o presente
agente ativo pode ser usado como o segundo agente
terapéutico. Em particular, agentes prd-cinéticos que atuam
por meio de mecanismos diferentes do antagonismo ao
receptoxr opidide p podem ser usados em combinag¢do com o©os

presentes compostos. Por exemplo, agonistas do receptor

5-HT,, por exemplo, tegaserod, renzaprida, mosaprida,
prucaloprida, {(18,3R,5R) -8-[2- (4-acetilpiperazin-1-il)
etil] -8-azabiciclo([3.2.1]oct-3-il}amida de acido 1-
isopropil-1H-indazol-3-carboxilico, {(15,3R,5R) -8-[(R) -2-

hidréxi-3- (metanossulfonil-metil-amino)propill] -8-azabiciclo
[3.2.1]oct-3-il}amida de acido l-isopropil-2-oxo0-1,2-
diidroquinolina-3-carboxilico, ou éster metilico de &acido
4-(4-{[(2-isopropil-1H-benzoimidazol-4-
carbonil)aminolmetil}-piperidin-1-ilmetil)piperidina-1-
carboxilico podem ser wusados como o segundo agente
terapéutico.

Agentes prd-cinéticos adicionais Uteis incluem, sem
limitagao, agonistas do receptor 5-HT; (por exemplo,
pumosetrag), antagonistas do receptor 5-HT;, (por exemplo,

AGI 001), 1ligantes de alfa-2-delta (por exemplo, PD-
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217014), abridores do canal de cloreto (por exemplo,
lubiprostona) , antagonistas de dopamina (por exemplo,
itoprida, metaclopramida, domperidona), agonistas de GABA-B
(por exemplo, baclofeno, AGI 006), agonistas opidides kappa
(por exemplo, asimadolina), antagonistas muscarinicos M; e
M, (por exemplo, acotiamida), agonistas de motilina (por
exemplo, mitencinal), ativadores da guanilato ciclase (por
exemplo, MD-1100), e agonistas de grelina (por exemplo, Tzp
101, RC 1139).

Além disso, os sais da inven¢do podem ser combinados
com agentes terapéuticos opidides. Esses agentes opidides
incluem, sem limitacédo, morfina, petidina, codeina,
diidrocodeina, oxicontina, oxicodona, hidrocodona,
sufentanil, fentanil, remifentanil, buprenorfina, metadona
e heroina.

Varios exemplos adicionais desses agentes terapéuticos
sdo conhecidos na técnica e qualquer um desses agentes
terapéuticos conhecidos pode ser empregado em combinac¢do
com os compostos desta invengdo. Agentes secundarios,
gquando incluidos, estdo presentes em uma quantidade
terapeuticamente eficaz, ou seja, em qualquer quantidade
que produza um efeito terapeuticamente benéfico quando co-
administrado com um composto da invengdo. Doses adequadas
para os outros agentes terapéuticos administrados em
combinagdo com um composto da invengdo estdo tipicamente na
faixa de cerca de 0,05 ug/dia a cerca de 100 mg/dia.

Consequentemente, as composi¢gdes farmacéuticas da
invengao opcionalmente incluem um segundo agente
terapéutico, como descrito acima.

Os seguintes exemplos ilustram composigdes
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farmacéuticas representativas da presente invengdo:
Exemplo de formulagdo A: Cipsulas de gelatina rigidas para
administracdo oral

Um sal da invengdo (50 g), lactose atomizada (200 g) e
estearato de magnésio (10 g) sdo misturados cuidadosamente.
A composigdo resultante é carregada em uma capsula de
gelatina rigida (260 mg de composigdo por céapsula) .
Exemplo de formulagdo B: Capsulas de gelatina rigidas para
administragcdo oral

Um sal da invengdo (20 mg), amido (89 mg), celulose
microcristalina (89 mg) e estearato de magnésio (2 mg) sdo
misturados cuidadosamente e depois sdo passados através de
uma peneira U.S. de trama N° 45. A composigdo resultante é
carregada em uma capsula de gelatina rigida (200 mg de
composi¢do por capsula).
Exemplo de formulagdo C: Capsulas de gelatina para
administra¢do oral

Um sal da invengdo (10 mg) , mono-oleato de
polioxietileno sorbitano (50 mg) e pd de amido (250 mg) sdo
misturados cuidadosamente e depois carregados em uma
cdpsula de gelatina (310 mg de composigdo por capsula).
Exemplo de formulag¢do D: Comprimidos para administrag¢do
oral

Um sal da inveng¢do (5 mg), amido (50 mg) e celulose
microcristalina (35 mg) sdo passados através de uma peneira
U.S. de trama N° 45 e misturados cuidadosamente. Uma
solugdo de polivinilpirrolidona (10% do peso em agua, 4 mg)
€ misturada com os pds resultantes, e essa mistura & depois
passada através de uma peneira U.S. trama N° 14. Os

grdnulos assim produzidos sd3o secos a 50-60°C e passados
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através de uma peneira U.S. trama N° 18. Amido de
carboximetil sdédico (4,5 mg), estearato de magnésio (0,5
mg) e talco (1 mg), que foram passados previamente através

de uma peneira U.S. trama‘N° 60, sdo entdo adicionados aos
grdnulos. Apds mistura, a mistura €& compactada em uma
maquina de comprimidos para gerar um comprimido pesando 100
mg .
Exemplo de formulag¢do E: Comprimidos para administrag¢do
oral

Um sal da invengdo (25 mg), celulose microcristalina
(400 mg), didxido de silicio fumegado (10 mg) e Aacido
estedrico (5 mg) sdo misturados cuidadosamente e depois
compactados para formar comprimidos (440 mg de composigdo
por comprimido) .
Exemplo de formula¢do F: Comprimidos com marca Unica para
administracdo oral

Umn sal da invenc¢do (15 mg), amido de milho (50 mg),
croscarmelose sdédica (25 mg), lactose (120 mg) e estearato
de magnésio (5 mg) sdo misturados cuidadosamente e depois
compactados para formar comprimido com marca Gnica (215 mg
de composig¢des por comprimido) .
Exemplo de formulag¢do G: Suspensdo para administracdo oral

Os ingredientes seguintes sdo cuidadosamente
misturados para formar uma suspensdo para administracido

oral contendo 100 mg de ingrediente ativo por 10 ml de

suspensao:
Ingredientes Quantidade
Sal da invengdo 0,1 g
Acido fumarico 0,5 g

Cloreto de sdédio 2,0 g
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Metil parabeno 0,15 g

Propil parabeno 0,05 g

Ac¢lUcar granulado 25,5 g

Sorbitol (solugdo 70%) 12,85 g

Veegum k (Vanderbilt Co.) 1,0 g
Flavorizante 0,035 ml
Colorantes 0,5 mg

Agua destilada g.s. até 100 ml

Exemplo de formulag¢do H: Composi¢do de pd seco

Um sal micronizado da invengdo (1 mg) & misturado com
lactose (25 mg) e depois carregado em um cartucho de
inalagdo de gelatina. O contetdo do cartucho & administrado
usando um inalador de pd.
Exemplo de formulag¢do J: Formulag¢do injetavel

Un sal da invengdo (0,1 g) € misturado com 0,1 M de
solugdo tampdo de citrato de sédio (15 ml). O pH da solugdo
resultante & ajustado até o pH 6 com o uso de 1 N de acido
cloridrico aquoso ou 1 N de hidréxido de sdédio aquoso. Soro
fisioldgico estéril em tampdo de citrato &€ entdo adicionado
para fornecer um volume total de 20 ml.

Serd subentendido que qualquer forma de sal da
invengdo (ou seja, sal cristalino ou solvato) que seja

adequada ao modo de administragdo em particular pode ser

usada nas composi¢des farmacéuticas discutidas acima.

Utilidade
O presente agente ativo, sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)amino]letil}-8-

aza-biciclo[3.2.1]Joct-3-il)benzamida, é um antagonista no
receptor opidéide p e, portanto, espera-se que os sais da

invengdo sejam UGteis para o tratamento de condicdes médicas
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mediadas por receptores opidides 1 ou associadas a
atividade do receptor opidide pn, ou seja, condi¢gdes médicas
que sdo atenuadas por tratamento com um antagonista do
receptor opidide p. Em particular, espera-se que os sais da
invengdo sejam Uteis para o tratamento de efeitos adversos
associados ao uso de opidide analgésicos, ou seja, sintomas
tais como constipagdo, esvaziamento gastrico diminuido, dor
abdominal, distensao abdominal, nauseas, e refluxo
gastresofagico, denominados coletivamente disfuncédo
intestinal induzida por opidides. Espera-se também que as
presentes formas de sal sejam Uteis para o tratamento de
obstru¢do total do intestino pds-operatdria, um distirbio
de motilidade reduzida do trato gastrintestinal que ocorre
apds cirurgia abdominal ou outra cirurgia. Além disso, foi
sugerido que compostos antagonistas do receptor opidide p
como, por exemplo, o composto 1, podem ser usados para
reverter nauseas e vémitos induzidos por opidides.

Como foi demonstrado que o composto 1 aumenta a
motilidade do trato gastrintestinal (GI) em modelos
animais, espera-se gque os sais da invengdo sejam Gteis para
o tratamento de distlGrbios do trato GI causados por
motilidade reduzida em mamiferos, incluindo seres humanos.
Esses distlUrbios da motilidade GI incluem, como ilustracgdo,
constipagdo crdnica, constipagdo predominante na sindrome
do cbélon irritéavel (C-IBS), gastroparesia diabética e
idiopatica, e dispepsia funcional.

Em um aspecto, portanto, a invengdo fornece um método
de aumento da motilidade do trato gastrintestinal em um
mamifero, o método compreendendo a administracao ao

mamifero de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
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composigao farmacéutica que compreende um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e um sal da invengdo.

Quando usados para tratar distirbios de motilidade
reduzida do trato GI ou outras condig¢des mediadas por
receptores opidides ypu, os sais da invenc¢do tipicamente
serdo administrados oralmente em uma dose didria UGnica ou
em mGltiplas doses ao dia, embora possam ser usadas outras
formas de administragado. Por exemplo, particularmente
quando usados para tratar obstrug¢do total do intestino pds-
operatébéria, os compostos da invencgao podem ser
administrados parenteralmente. A quantidade de agente ativo
administrada por dose ou a quantidade total administrada
por dia tipicamente sera determinada por um médico, a 1luz
das circunstdncias relevantes, incluindo a condig¢do a ser
tratada, a via de administragdo escolhida, o composto
especifico administrado e sua atividade relativa, a idade,
O peso e a resposta do paciente individual, a gravidade dos
sintomas do paciente, e semelhantes.

As doses adequadas para o tratamento de distirbios de
motilidade reduzida do trato GI ou outros distlirbios
mediados por receptores opidides p ird3o variar de cerca de
0,0007 a cerca de 20 mg/kg/dia de agente ativo, incluindo
de cerca de 0,0007 a cerca de 1,4 wmg/kg/dia. Para um ser
humano médio com 70 kg, essa seria uma quantidade de cerca
de 0,05 a cerca de 100 mg por dia de agente ativo.

Em um aspecto da invengdo, os compostos da invengdo
sdo usados para tratar disfun¢do intestinal induzida por
opidides. OQuando usados para tratar disfuncdo intestinal
induzida por opidides, os compostos da invengdo tipicamente

serdo administrados oralmente em uma dose didria Unica ou
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em midltiplas doses ao dia. De preferéncia, a dose para o
tratamento de disfunc¢do intestinal induzida por opidides
irad variar de cerca de 0,05 a cerca de 100 mg por dia.

Em outro aspecto da inveng¢do, ©¢s compostos da invengdo
sdo usados para tratar obstrug¢do total do intestino pds-
operatdria. Quando usados para tratar obstrugdo total do
intestino pds-operatdria, os compostos da invencao
tipicamente serdo administrados por via oral ou intravenosa
em uma dose diaria Unica ou em miltiplas doses ao dia. De
preferéncia, a dose para o tratamento de obstrug¢do total do
intestino pbs-operatdria ira wvariar de cerca de 0,05 a
cerca de 100 mg por dia.

A invengdo também fornece um método de tratamento de
um mamifero que possui uma doenca ou condigdo associado a
atividade do receptor opidide 1, o método compreendendo a
administragao ao mamifero de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um composto da invengao ou de
uma composi¢do farmacé&utica que compreende um composto da
invengdo.

O presente agente ativo €& opcionalmente administrado

em combina¢do com outro agente ou agentes terapéuticos, em

particular, em combina¢do com agentes prd-cinéticos gque
atuam por meio de mecanismos opidides nao H.
Conseglientemente, em outro aspecto, os métodos e

composi¢des da invengdo ainda compreendem uma gquantidade
terapeuticamente eficaz de outro agente prd-cinético.

Como descrito acima, os sais da inveng&o sdo
antagonistas do receptor opidide p. A invenc¢do ainda
fornece, portanto, um método de antagonismo de um receptor

opidide p em um mamifero, o método compreendendo a
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administrag¢do de um sal da invengdo ao mamifero.

Entre outras propriedades, verificou-se que o presente
agente ativo em forma de base livre e de sal de sulfato
exibe ligagdo potente aos receptores opidides P e pouco ou
nenhum agonismo em ensaios funcionais do receptor .
Portanto, os sais da inven¢do sdo antagonistas potentes do
receptor opidide . Além disso, o agente ativo demonstrou
predominantemente atividade periférica, gquando comparada
com atividade do sistema nervoso central em modelos
animais. Portanto, espera-se que os sais da invencgdo
revertam redugdes induzidas por opidides da motilidade GI,
sem interferéncia com os efeitos centrais benéficos de
analgesia. Essas propriedades, bem como a utilidade dos
compostos da invengdo, podem ser demonstradas com a
utilizag¢do de vAaArios ensaios in vitro e 1in vivo bem
conhecidos por aqueles habilitados na técnica. Ensaios
representativos sdo descritos com mais detalhe nos exemplos
seguintes.

EXEMPLOS

Os exemplos sintéticos e Dbioldgicos a seguir sé&o
oferecidos para ilustrar a invencdo, e ndo devem ser
considerados de modo algum como limitantes do escopo da
invengdo. Nos exemplos abaixo, as seguintes abreviag¢des
possuem os seguintes significados, a menos que indicado de
forma diferente. As abreviag¢gdes ndo definidas abaixo
possuem seus significados geralmente aceitos.

DIPEA = N, N-diisopropiletilamina

DMF N,N-dimetilformamida

i

EtOAC = acetato de etila

EtOH = etanol
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MeTHF = 2-metiltetrahidrofurano

MTBE = terc-butil metil éter

NaHMDS = bis(trimetilsilil)amida de sdédio

PyBop = hexafluorfosfato de benzotriazol-1-

iloxitripirrolidino-fosfénio

psi = libras por polegada quadrada
Rt = tempo de retengdo
THF = tetrahidrofurano

Reagentes e solventes foram adquiridos de fornecedores
comerciais (Aldrich, Fluka, Sigma etc.), e usados sem
purificagdo adicional. As reagdes foram executadas sob
atmosfera de nitrogénio, a menos gque observado de forma
diferente. ¢} progresso das misturas de reagao foi
monitorado por cromatografia de camada delgada (TLC),
cromatografia analitica liquida de alta performance (HPLC
anal.), e espectrometria de massa. As proporgdes endo/exo
de produtos foram determinadas por andlise por HPLC usando
os protocolos descritos abaixo. As misturas de reag¢do foram
constituidas como descrito espeéificamente em cada reagdo;
comumente, elas foram purificadas por extrag¢do e outros
métodos de purificagdo como, por exemplo, cristalizacdo
dependente de temperatura e de solvente, e precipitagao. A
caracterizagao de produtos de reagao foi feita
rotineiramente por espectrometria de massa e 'H-RNM. Para
medida de RNM, as amostras foram dissolvidas em solvente
deuterado (CD3;0OD, CDCl; ou DMSO-ds;), e os espectros de -
RNM foram adquiridos com um instrumento Varian Gemini 2000
(300 MHz) sob condig¢des de observagdo padronizadas. A
identificagdo espectrométrica de massa dos compostos foi

realizada por um método de ionizag¢do por eletrospray (ESMS)
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com um instrumento de Applied Biosystems (Foster City, CA)
modelo API 150 EX ou com um instrumento de Agilent (Palo
Alto, CA) modelo 1100 LC/MSD.

Condigdes gerais de HPLC

Coluna: Zorbax SB-Aqg, 5 um. 4,6 x 250 mm

Temperatura da coluna: 40°C

Taxa de fluxo: 1,0 ml/min

Fases méveis: A = Agua/ACN (98:2) + TFA 0,1%
B = Agua/ACN (10:90) + TFA 0,1%,

Volume de injegdo: 10 npl

Comprimento de onda do detector: 214 nm

Método de HPLC 1

Os compostos brutos foram dissolvidos em Agua/ACN
(50:50) a cerca de 1 mg/ml e analisados usando o seguinte
gradiente ao longo de 20 minutos (tempo (min)/% de B):
o/i0, 2,5/20, 9/75, 15/90, 17/90, 18/10, 20/10.

Método de HPLC 2

Os compostos foram dissolvidos em Agua/ACN (90:10) a
cerca de 1 mg/ml e analisados usando o seguinte gradiente
ao longo de 30 minutos (tempo (min)/% de B): 0/10, 13/10,
23/65, 28/90, 29/90, 30/10.

Método de HPLC 3

Os compostos foram dissolvidos em Agua/ACN (90:10) a
cerca de 1 mg/ml e analisados usando o seguinte gradiente
ao longo de 55 minutos (tempo (min)/% de B): 0/10, 10/20,
46/75, 47/90, 50/10, 55/10.

Preparagdo 1l: Sintese de aduto de bissulfito de benzil
éster de acido N-ciclohexilmetil- (2-oxoetil) -carbidmico

a. Preparagdo de ©N-ciclohexilmetil- (2,2-dietoxietil)

amina
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A uma mistura de 2,2-dietoxietilamina (209 ml, 1,43
mol) e MeTHF (1.050 litros), foi adicionado
ciclohexanocarbaldeido (107 ml, 0,89 mol). A mistura de
reagdo foi agitada por 30 minutos em temperatura ambiente e
resfriada até 0°C. Triacetoxiborohidreto de sdédio (378 g,
1,79 mol) foi adicionado ao longo de 40 minutos e a mistura
de reagdoc foi agitada por 2 horas e resfriada até 0°C. Um M
de NaOH (1 1litro) foi adicionado. A camada orgdnica foi
lavada com salmoura em &gua (1:1, 2 x 1 litro) e o volume
foi reduzido até aproximadamente 20%. MeTHF (1 1litro) foi
adicionado, e o volume reduzido até aproximadamente 20%. A
solugdo do intermedidrio do titulo bruto foi usada
diretamente na etapa seguinte.

b. Preparagdo de Dbenzil éster de dcido N-
ciclohexilmetil- (2,2-dietoxietil)carbémico

Ao produto da etapa prévia (~ 213 g, ~ 0,9 mol), foram
adicionados MeTHF (2 litros) e DIPEA (233 ml, 1,34 mol). A
mistura de reag¢do foi resfriada até 0°C e cloroformato de
benzila (140 ml, 0,98 mol) foi adicionado gota a gota. A
mistura de reag¢do foi agitada por 30 minutos a 0°C, por 2
horas, a 0°C até a temperatura ambiente, e depois por 1
hora em temperatura ambiente. Agua (1,6 litro) foi
adicionada, e a mistura de reagdo foi agitada por 10
minutos. As fases foram separadas e a camada orxrgdnica foi
lavada com bicarbonato de s&é6dio (1,6 1litro) e &agua (1,6
litro). As camadas foram separadas e a camada orgdnica foi
reduzida até cerca de 20%. MeTHF (1 litro) foi adicionado e
o volume reduzido até aproximadamente 20%. A solugdo do
intermediario do titulo bruto foi usada diretamente na

etapa seguinte.
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c. Sintese de aduto de bissulfito de benzil é&ster de

dcido N-ciclohexilmetil- (2-oxocetil) -carb@mico

Ao produto da etapa prévia (~ 302 g, ~ 0,62 mol) e
acetonitrila (2 1litros), foi adicionado 1 M de HCl1 (2
litros), e a mistura de reagdo foi agitada a 30°C por 7

horas. Acetato de etila (2 1litros) foi adicionado, e a
mistura de reagdo foi agitada por 10 minutos. As fases
foram separadas, a camada orgdnica foi lavada com 1 M de
HC1l (1,5 1litro), as fases foram novamente separadas, e a
camada orgédnica foi lavada com 0,5 M de HCl (1 1litro).
Bissulfito de sdédio (71,4 g, 0,69 mol) foi adicionado, e a
mistura de reagdo foi agitada de um dia para o outro, e
depois filtrada. O reator e o bolo do filtro foram lavados
com acetato de etila (1 1litro). A solugdo resultante foi
seca ao ar por 2 horas e sob vacuo de um dia para o outro
para fornecer o composto do titulo como um sdélido branco
(199 g, >99% de pureza da &rea por HPLC). O filtrado foi
tratado pelo mesmo procedimento para fornecer um segundo
lote do composto do titulo (30 g).

Preparagdo 2: Sintese de 3-endo-(8-azabiciclo[3.2.1]
oct-3-il) -benzamida

a. Preparag¢do de 8-benzil-3-exo- (3-metoxifenil) -8-
azabiciclo[3.2.1]octan-3-01

A um frasco de 3 litros, foi adicionado pd de cloreto
ceroso (194 g, 0,79 mol). O frasco foi depurado com
nitrogénio e THF (800 ml) foi adicionado. A mistura de
reagdo foi agitada a 25°C por 1 hora. A mistura, foi
adicionado aproximadamente 1 M de brometo de 3-metoxifenil
magnésio em THF (800 ml, 0,87 mol) gota a gota. O caldo

resultante foi agitado a 3°C por 1,5 hora. Uma solugdo de
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8-benzil-8-aza-biciclo[3.2.1]octan-3-ona (120,4 g, 0,56
mol) em THF (200 ml) foi entdo adicionada gota a gota,
mantendo a temperatura interna em -5°C. A solugdo
resultante foi agitada por 15 minutos. A mistura de reac¢do
foi adicionada a um frasco contendo 6 N de HCl1l (800 ml),
mantendo a temperatura a 10°C . Apds o solvente ter sido
removido por evaporagdo rotatdria, a mistura de reacdo foi
agitada em temperatura ambiente de um dia para o outro. Os
s&lidos foram isolados por filtragdo, lavados com 6 N de
HC1 (70 ml) e acetonitrila (3 x 70 ml) e secos, para
fornecer o sal de HCl do intermedidrio do titulo como um
s6lido esbranquigado (161 g).

b. Preparagdao de 8-benzil-3- (3-metoxifenil) -8-
azabiciclo[3.2.1]loct-2-eno

A um frasco de 3 litros, foram adicionados cloridrato
de 8-benzil-3-exo-(3-metoxifenil)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-
3-0l1 (383,9 g, 1,06 mol), 6 M de HC1l (800 ml) e MeTHF (200
ml). O caldo resultante foi aquecido a 70°C por 2,5 horas
sob nitrogénio. A mistura de reag¢do foi transferida para um
reator de 12 1litros e resfriada até 10°C. O frasco de
reagao foi lavado com MeTHF (1 litro) que foi adicionado ao
reator de 12 litros. NaOH (50% do peso em agua, 200 ml) foi
adicionado, e mais NaOH (50% do peso, 150 ml) foi
adicionado em porgdes até que fosse alcangado o pH de
aproximadamente 13. As fases foram separadas, a camada de
dgua foi extraida com MeTHF (1 1litro), e as camadas de
MeTHF combinadas foram lavadas com salmoura (1 litro). O
solvente foi reduzido por evaporagdo rotatdria a 30 a 40°C,
gerando o intermediario do titulo (360 g) como um &leo

espesso. EtOH (1,5 litro) foi adicionado, e o volume foi
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reduzido até aproximadamente 500 ml e depois ajustado até
18 litro.

c. Preparagdo de 3-endo-(3-metoxifenil) -8-azabiciclo
[3.2.1]octano

Ao 8-benzil-3-(3-metoxifenil)-8-azabiciclo[3.2.1l]oct-
2-eno (em EtOH 95%, 400 ml, 0,20 mol), preparado na etapa
prévia, foram adicionados 6 M de de HCl1l (45 ml) e depois
MeTHF (50 ml). A mistura de reagdo foi depurada com
nitrogénio, aquecida até 40°C, e paladio sobre carbono (10%
do peso, 8 g) foi adicionado. O reator foi pressurizado com
hidrogénio (3 x 137,89 kPa) e depois hidrogenado a 137,89
kPa a 40°C por 18 horas. A mistura de reagdo foi filtrada
através de Celite, concentrada, lavada com MeTHF
(2 x 100 ml), filtrada através de um filtro de vidro
aspero, lavada com MeTHF (10 ml) e seca no filtro para
fornecer o sal de HCl do intermedidrio do titulo como um
sélido branco (31 g, isdmero Gnico (isémero exo
indetectavel por HPLC)). Um adicional de 5,2 g de produto
foi recuperado do licor-mie.

d. Preparagdo de 3-endo-(8-azabiciclo[3.2.1]loct-3-il) -
fenol

A um frasco de 500 ml, foram adicionados cloridrato de
3-endo- (3-metoxifenil)-8-azabiciclo[3.2.1]octano (115 g,
0,45 mol) e &acido hidrobrémico (48% do peso em &gua, 100
ml, 0,88 mol). A mistura foli aquecida até 120°C e mantida
naquela temperatura por 24 horas com agitag¢do. Mais solugdo
de &acido hidrobrdémico (25 ml) foi adicionada, e a mistura
de reagdo foi aquecida com agitagdo por 6 horas e depois
resfriada até 70°C. Acetonitrila (200 ml) foi adicionada, e

o caldo resultante foi resfriado até 10°C e depois
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filtrado, e o bolo do filtro foi lavado com acetonitrila
(50 ml) para gerar o sal de HBr do intermedidrio do titulo
(99 g, > 99% puro) como um sbélido granular branco.

e. Preparagdo de 2,2,2-trifldGor-1-[3-endo-(3-
hidroxifenil)-8-azabiciclo[3.2.1l]oct-8-il]etanona

A uma solugdo de hidrobrometo de 3-endo- (8-
azabiciclo[3.2.1]oct-3-1il1l) -fenol (54,4 g, 0,19 mol) ,
tolueno (210 ml) e trietilamina (40 ml, 0,29 mol), foi
adicionado anidrido trifluoracético (54 ml, 0,38 mol) ao
longo de 20 minutos. A mistura de reacg¢do foi agitada a 40°C
por 2 horas. Acetato de etila (370 ml) e salmoura em agua
(1:1, 265 ml) foram adicionados. A mistura de reagao foi
agitada por 15 minutos, as fases foram separadas. A camada
orgdnica, foi adicionado bicarbonato de sdédio saturado
(300 ml), e a mistura foi agitada vigorosamente de um dia
para o outro. As fases foram separadas e a camada orgdnica
foi lavada com salmoura em &agua (1:1, 265 ml) seca sobre
sulfato de sb6dio e a maior parte do solvente foi removida
por evaporagdo rotatdria. Tolueno (100 ml) foi adicionado,
e o solvente removido por evaporagdo rotatdria para
fornecer o intermediario do titulo bruto.

£. Preparagdo de éster 3-endo-[8-(2,2,2-trifldor-
acetil) -8-azabiciclo[3.2.1]loct-3-il]lfenilico de acido
trifluormetanossulfdnico

A um frasco de 500 ml, foram adicionadas a solug¢do de
acetato de etila (220 ml) do intermedidrio da etapa prévia
(32,8 g, 0,11 mol) e trietilamina (23 ml, 0,17 mol). A
solugdo foi resfriada até 5°C e cloreto de trifluormetano
sulfonil (14 ml, 0,13 mol) foi adicionado gota a gota.

Deixou-se gque a mistura agquecesse até 25°C, e ela foi
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agitada naquela temperatura por 1 hora. Bicarbonato de
sbdio saturado (200 ml) foi adicionado, as camadas foram
separadas, salmoura (150 ml) foi adicionada a camada
organica, as camadas foram novamente separadas, e o
solvente foi removido da camada orgdnica para fornecer o
intermediario do titulo bruto.

g. Preparagdo de 3-endo-[8-(2,2,2-trifluoracetil)-8-
azabiciclo[3.2.1]loct-3-il] -benzonitrila

A um frasco de 100 ml, foram adicionados éster 3-endo-
[8-(2,2,2-triflGor-acetil) ~8-azabiciclo[3.2.1]oct-3-1i1]
fenilico de acido trifluormetanossulfdnico (25,3 g, 58,7
mmol), tris(dibenzilidenocacetona) dipaladio (0) (0,81g, 0,9
mmol) , 1,1'-bis(difenilfosfino) ferroceno (1,01 g, 1,8
mmel) e cianeto de zinco (4,2 g, 35,8 mmol). O frasco foi
depurado trés vezes com nitrogénio por 5 minutos e depois
colocado sob um abrigo a vacuo por 5 minutos. Ao frasco,
foram adicionados DMF (150 ml) e Agua destilada (2,5 ml). A
solugdo foi depurada com nitrogénio com agitagdo por 10
minutos, aquecida até 120°C e agitada a 120°C sob
nitrogénio por 4 horas. Quando a reag¢do estava completada,
20 g de produto de um 1lote prévio, preparado pelo mesmo
procedimento, foram adicionados e agitados por 20 minutos.

A majior do solvente foi removida por destilacgido, e a
solugdo foi resfriada até 22°C. A solucdo, foi adicionado
acetato de etila (445 ml), e a solugdo resultante foi
filtrada através de Celite. Bicarbonato de sédio (450 ml)
foi adicionado, e a solug¢do foi agitada por 15 minutos. As
camadas foram separadas, e a camada orgdnica foi lavada com
salmoura diluida (2 x 95 ml), e filtrada através de sulfato

de sbédio. O volume foi reduzido até cexrca de 50 ml porx
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remocdo de acetato de etila. Alcool isopropilico (150 ml)
foi adicionado, e a solugdo foi agitada a 22°C por 1 hora.
Os sdbélidos foram isolados por filtrag¢do e lavados com
dlcool isopropilico (2 X 25 ml) para fornecer o
intermedidrio do titulo (33,5 g, 100% puro por HPLC) como
um s6lido esbranquig¢ado/marrom claro. Um segundo lote de
produto (6,3 g, > 98% puro por HPLC) foi isolado do
filtrado.

h. Sintese de 3-endo-(8-azabiciclo[3.2.1l]loct-3-il)-
benzamida

Uma solugéao de 3-endo-[8-(2,2,2-trifluoracetil) -8-
azabiciclo[3.2.1]Joct-3-il] -benzonitrila (10 g, 32 mmol) em
dcido sulfarico (96%, 12 ml) foi aquecida até 50°C com
agitagdo e mantida naquela temperatura com agitag¢do por 2
horas. A mistura de reag¢ao foi resfriada até 22°C e
adicionada lentamente a um frasco de 500 ml contendo 5 N de
NaOH (90 ml) e metanol (100 ml), que foi resfriado até
10°C. Os precipitados de sal foram filtrados e o filtrado
foi agitado a 22°C por 1 hora. A mistura de reagdo foi
concentrada sob pressdo reduzida. Ao residuo foi adicionado
MeTHF (150 ml), e a mistura de reacao foi agitada a 22°C
por 5 minutos. As camadas foram separadas e MeTHF (100 ml)
foi adicionado & camada aquosa. As camadas foram separadas
e salmoura (150 ml) foi adicionada as camadas orgdnicas
combinadas. As camadas foram separadas, e a camada orgadnica
foi seca sobre carbonato de potéassio e filtrada, e o
solvente foi removido. Uma mistura de EtOH (25 ml) e HC1
concentrado (2,6 ml) foi adicionada ao residuo com
agitagdo, e depois MTBE (25 ml) foi adicionado e a solucdo

foi agitada a 22°C. Os sbélidos precipitados foram filtrados
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e secos ao ar para fornecer o sal de HCl do composto do
titulo (8 g, 97% de pureza por HPLC) como um sdlido branco.

Preparagdo 3: Sintese de 3-endo-(8-azabiciclo([3.2.1]
oct-3-il)benzamida

a. Preparagdo de 8-benzil-8-azabiciclo[3.2.1]loct-2-en-
3-il éster de &acido triflGor-metanossulfdnico

A um frasco de 500 ml, foram adicionados cloridrato de
8-benzil-8-azabiciclo[3.2.1l]loctan-3-ona (50,4 g, 200 mmol),
EtOAc (160 ml) e 4 N de NaOH (50 ml). A mistura de reagdo
foi aquecida até 30°C e agitada naquela temperatura por 1
hora. As camadas foram separadas e a camada aquosa foi
descartada. O total da camada orgdnica foi reduzido até
aproximadamente 40 ml por evaporagao rotatdria e THF (270
ml) foi adicionado.

A solugdo resultante foi adicionada a um frasco de 1
litro e resfriada até -20°C. Uma solugdo de NaHMDS (1 M em
THF, 230 ml, 230 mmol) foi adicionada ao frasco ao longo de
15 minutos. A mistura de reac¢do foi agitada a -20 + 5°C por
1 hora. N-fenil-bis(trifluormetanossulfonimida) (82,2 g,
230 mmol) foi adicionada a mistura de reagdo em porgdes ao
longo de 5 minutos, e a mistura foi agitada a -20°C até -
10°C por 1 hora. A mistura de reac¢do, foi adicionado 1 N de
NaOH (200 ml), e deixou-se que a mistura fosse aquecida até
22°C com agitagdo. O solvente foili parcialmente removido por
evaporagdo rotatdria a 30°C até um total de 450 ml. A
mistura de reagdo restante, foram adicionados EtOAc (300
ml) e heptano (150 ml). A mistura foi agitada a 22°C por 5
minutos. As camadas foram separadas, e a camada aquosa foi
descartada. A camada orgdnica foi lavada com 1 N de NaOH (3

% 450 ml). As camadas aquosas foram descartadas. A camada
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orgénica foi concentrada por evaporagdo rotatdria para
fornecer o intermedidrio do titulo (77 g, =>96% de pureza
pelo Método de HPLC 1).

'H RNM (ds-DMSO, 400 MHz): & (ppm) 7,25-7,35 (m, SH),
6,05 (4, J = 5,2, 1H), 3,64 (g, J = 13,2, 2H), 3,40-3,44
(m, 2H), 2,77 (4, J = 16,4, 1H), 1,79-2,09 (m, 5H), 1,52-
1,59 (m, 1H).

b. Preparagdo de 3-(8-benzil-8-azabiciclo[3.2.1l]loct-2-
en-3-il)benzamida

Ao produto bruto da etapa prévia, foi adicionado THF
(420 ml), e a solugdo foi depurada com nitrogénio por 5
minutos. A um frasco de 2 litros, foram adicionados acido

3-carbamoilfenil bordnico (98%, 33,0 g, 200 mmol), acetato

de paladio (II) (98%, 0,46 g, 2 mmol) , 1,1'-~
bis(difenilfosfino) ferroceno (97%, 1,1 g, 2 mmol) e
fluoreto de potéssio (34,9 g, 600 mmol), seguidos pela

solugdo em THF de 8-benzil-8-aza-biciclo[3.2.1l]oct-2-en-3-
il éster acido trifllor-metanossulfdnico. A mistura
resultante foi depurada com nitrogénio por 5 minutos,
aquecida até o refluxo (67°C) sob nitrogénio e agitada por
2 horas. A mistura de reagdo foi resfriada até 30°C, e
depois EtOAc (500 ml) e 1 N de NaOH (500 ml) foram
adicionados, e a mistura foi agitada a 22°C por 10 minutos.
As camadas foram separadas e a camada aquosa foi
descartada. A camada orgdnica foi lavada com uma mistura de
salmoura (250 ml) e &agua (250 ml) e agitada por 5 minutos.
As camadas foram separadas e a camada aquosa foi
descartada. a camada orgdnica foli brevemente seca sobre
Na,S0O,, filtrada, e o solvente foi parcialmente removido. O

produto se precipitou como sbélidos amarelo claros durante a
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remog¢do do solvente. O caldo resultante (cerca de 200 ml)
foi filtrado, e os sdlidos foram lavados com EtOAc gelado
(0°C, 100 ml) e secos sob alto vacuo a 25°C para fornecer o
intermediario do titulo (42,5 g) como um sdélido amarelo
claro.

O licor-mde e as lavagens acima foram combinados e
concentrados, e o caldo resultante (cerca de 1do ml) foi
agitado a 5°C por 30 minutos e filtrado. Os sdbélidos
filtrados foram lavados com EtOAc gelado (0°C, 30 ml) e
secos sob alto vacuo para fornecer um segundo lote do
intermedidrio do titulo (7 g, rendimento combinado de 78%,
> 98,5% puro pelo Método de HPLC 1).

(m/z) : [M+H]* calculado para C51H,,NL0, 319,18;
encontrado 319,4. 'H RNM (CDCl,;, 400 MHz): & (ppm) 7,9 (s,
1H), 7,63 (4, J = 6,4, 1H), 7,57 (4, J = 6,4, 1H), 7,21-
7,42 (m, 6H), 6,38 (d, J = 4,4, 1H), 6,13 (s, br, 1H), 5,83
(s, br, 1H), 3,68-3,76 (m, 2H), 3,46-3,51 (m, 2H), 2,92 (4,
J = 17,2, 1H), 2,18-2,26 (m, 1H), 2,04-2,12 (m, 2H), 1,86-
1,92 (m, 1H), 1,58-1,65 (m, 1H).

c. Sintese de 3-endo- (8-azabiciclo[3.2.1]oct-3-
il)benzamida

A um vaso de hidrogenagao de 1 litro, foram
adicionados 3-(8-benzil-8-azabiciclo[3.2.1l]oct-2-en-3-
il) benzamida (40 g, 125 mmol), EtOH (800 ml), 6 M de HC1
(42 ml) e agua (80 ml), e a mistura foi agitada a 22°C até
gque a dissolugdo completa fosse observada. A mistura de
reagao foi depurada com nitrogénio por 5 minutos enquanto
era aquecida até 30°C ao longo de 5 minutos. A mistura, foi
adicionado Pd/C 10% do peso (50% em &agua, 4 g). A mistura

foi depurada na pressdo atmosférica com hidrogénio por 5-10
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minutos durante agquecimento. A mistura foi agitada a 50°C
sob um fluxo de hidrogénioc a < 34,47 kPa (< 0,34 atmosfera)
por 5  horas, resultando em uma conversao >99% dos
reagentes, de acordo com analise por HPLC. A solugdo foi
resfriada até 30°C e filtrada através de Celite para

fornecer uma solu¢do do sal de HCl bruto do composto do

titulo com uma proporgdo endo:exo de aproximadamente 93:7

pelo Método de HPLC 2; Rt endo = 10,97, Rt exo = 12,67.
(m/z): [M+H]* calculado para C;sH;3N,O0, 231,15; encontrado
231, 2.

A agua foi removida do produto bruto por destilagdo
azeotrdpica a 30°C em EtOH (aproximadamente 80 ml) para
fornecer um caldo que foi aquecido até 60°C até a
dissolugdo completa. A solugdo foi resfriada até 35°C e
foram adicionados cristais de semeadura do produto (0,05 g)
(os cristais de semeadura foram preparados de acordo com O
processo descrito na Preparagdo 2). O caldo resultante foi
agitado a 22°C por 30 minutos, MTBE (120 ml) foi adicionado
lentamente, e o caldo foi agitado a 22°C por 4 horas, e
depois a 0°C por 1 hora. Os sdblidos resultantes foram
filtrados, lavados com EtOH gelado e secos sob alto vacuo
para fornecer o sal de HCl do composto do titulo (24,5 g)
como um pd branco (75% de rendimento, >98,5% de pureza <
0,4% de isbmero exo pelo Método de HPLC 3, Rt endo = 8,67,
Rt exo = 9,43).

(m/z) : [M+H]* calculado para C,4H;5N,0 231,15;
encontrado 231,2. *H RNM (ds-DMSO, 400 MHz): & (ppm) 9,13
(s, br, 1H), 9,03 (s, br, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,93 (s, 1lH),
7,73 (4, 9= 7,6, 1H), 7,58 (4, J = 7,6, 1H), 7,40 (t, J =

7,6, 2H), 3,97 (s, 2H), 3,17-3,23 (m, 1H), 2,39-2,46 (m,
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2H), 2,19-2,24 (m, 2H), 1,86-1,89 (m, 2H), 1,59-1,63 (m,
2H) .

Exemplo 1lA: Sintese de sulfato cristalino de 3-endo-
(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)
aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il)benzamida

a. Preparagédo de Dbenzil éster de dcido N-
ciclohexilmetil- (2-oxoetil) -carbiamico

A um frasco de 100 ml, foram adicionados aduto de
bigsulfito de benzil éster de &acido N-ciclohexilmetil- (2-
oxoetil) ~-carbamico (3,94 g, 1 mmol) e MeTHF (35 ml),
seguidos por Aagua (25 ml). O caldo resultante foi agitado
em temperatura ambiente por 5 minutos e 1 M de NaOH (8 ml)
foi adicionado. A mistura de reagdo foi agitada em
temperatura ambiente por 45 wminutos. As camadas foram
separadas, e o total da camada orgénica foi reduzido até
aproximadamente 8 ml para fornecer o intermedidrio do
titulo bruto.

b. Prepara¢do de benzil éster de Aacido 2-[3-endo-(3-
carbamoilfenil) -8-azabiciclo[3.2.1]oct-8-il] -etil}
ciclohexilmetil-carbédmico

Ao produto da etapa prévia, foi adicionado DMF (15
ml), seguido por cloridrato de 3-endo- (8-
azabiciclo[3.2.1]]oct-3-il)-benzamida (2,67 g, 1 mwmmol) e
depois DMF (10 ml). A mistura foi agitada em temperatura
ambiente por 30 minutos, resfriada até 10°C, e depois foi
adicionado triacetoxiborohidreto de sbédio (4,25 g, 2 mmol).
A mistura de reagdo foi agitada em temperatura ambiente por
90 minutos e depois resfriada até 10°C. Acetato de
isopropila (100 ml) foi adicionado, seguido por 1 M de NaOH

(50 ml). A mistura foi agitada por 15 minutos, e as fases
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foram separadas. A camada orgdnica foi lavada com salmoura
em dgua (1:1, 2 x 50 ml), e o total da camada orgénica foi
reduzido até aproximadamente 10 ml para fornecer o
intermediario do titulo bruto.

c¢. Preparag8o de 3-endo-{8-[2-(ciclohexilmetilamino)
etil] -8-aza-biciclo[3.2.1loct-3-il}benzamida

Ao produto da etapa prévia, foram adicionados EtOH (30
ml) e HCl concentrado (1,5 ml). A solugdo foi depurada com
nitrogénio, paladio sobre carbono 10% (470 mg) foi
adicionado, e a mistura foi depurada com nitrogénio por 5
minutos, e depois hidrogenada a 206,84 kPa de um dia para o
outro. Apds depuragdao com nitrogénio por 2 minutos, a
solucdo foi filtrada através de Celite, e o solvente foi
removido até aproximadamente 10 ml. Acetato de isopropila
(40 ml) e 1 M de NaOH (20 ml) foram adicionados. As camadas
foram separadas e a camada orgdnica foi lavada com salmoura
(20 ml), as fases foram separadas e o solvente orgdnico
removido até 5-10 ml. Acetato de isopropila (20 ml) foi
adicionado e o volume reduzido até aproximadamente 8 ml, ao
qual acetato de isoprcpila (20 ml) foi adicionado. O caldo
resultante foi agitado em temperatura ambiente por 2 horas.
O produto foi isolado por filtrag¢do, o frasco de reagdo e o
bolo do filtro foram lavados com acetato de isopropila (10
ml) para gerar o intermedidrio do titulo (2,4 g, 98% puro)
como um sbélido esbranquigado.

d. Preparagao de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]Joct-3-il)benzamida (forma de hidrato)

A um frasco de 500 ml, foram adicionados 3-endo-{8-[2-

(ciclohexilmetilamino)etil] -8-aza-biciclo([3.2.1]oct-3-1il}
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benzamida (31 g, 83,9 mmol) e DMF (150 ml). A mistura foi
agitada por 10 winutos, e depois foram adicionados
hexafluorfosfato de benzotriazol-l-iloxitris(pirrolidino) -
fosfdnio (56,8 g, 102 mmol) e (48)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolano-4-carboxilato de 1litio (15,6 g, 92,3 mmol), e a
mistura foi agitada em temperatura ambiente por 2 horas.
Acetato de etila (600 ml) e 0,5 M de NaOH (300 ml) foram
adicionados, e as fases foram separadas. A camada orgdnica
continha {2-[3-(3-carbamoil-fenil)-8-azabiciclo[3.2.1]oct-
8-illetil}ciclohexilmetil-amida de &cido (8)-2,2-dimetil-
[1,3]dioxolano-4-carboxilico bruta (aproximadamente 84
mmol), que ndo foi isolada.

A camada organica foi lavada com salmoura em &agua
(1:1, 2 x 300 ml) e as fases foram separadas. A camada
orgadnica, foram adicionados 2 M de H,S80, (42 ml), e a
mistura de reac¢do foi agitada em temperatura ambiente de um
dia para o outro. Acetonitrila (300 ml) foi adicionada, e o
caldo resultante foi agitado por 2 horas. O produto foi
isolado por filtragdo, o bolo do filtro foi 1lavado com
acetonitrila (200 ml), seco ao ar por 2 horas e depois sob
vacuo em temperatura ambiente por 20 horas para fornecer o
composto do titulo (40 g, 97% puro por HPLC) como um pd
branco.

e. Sintese de sulfato cristalino de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida

A um frasco de 100 ml, foi adicionada a forma de
hidrato sulfato de 3-endo-(8-{2-I[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-
diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-

il)benzamida (2 g) e MeOH (40 ml). O caldo resultante foi
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aquecido até 65°C sob nitrogénio por 20 minutos, resultando
em dissolugdo completa. A solugdo foi resfriada até a
temperatura ambiente com agitagdo. Cerca de 20 ml de
solvente foram removidos sob ligeiramente pressio reduzida,
e o caldo resultante agitado em temperatura ambiente de um
dia para o outro. O produto foi isolado por filtragdo, e o
frasco e o bolo do filtro foram lavados com acetonitrila
(2 x 5 ml). O bolo do filtro foi seco ao ar por 2 horas e
depois sob vacuo em temperatura ambiente de um dia para o
outro para fornecer o composto do titulo (1,71 g, > 99%
puro por HPLC, aproximadamente 85% de rendimento) como um
pd branco.

Uma amostra preparada de acordo com o© procedimento
acima foi caracterizada por 'H RNM (400 MHz, DMSO dg): &
(ppm) 9,08 & 8,94 (dois conjuntos de brs, 1H), 7,99-8,04
(m, 2H), 7,74-7,76 (m, 1H), 7,68-7,70 (m, 1H), 7,41-7,45
(m, 2H), 4,81, 5,00 e 5,30 (trés conjuntos de brs, 2H),
4,34 (m deformado, 1H), 4,00 & 4,05 (m deformado, 2H),
3,01-3,25 e 3,47-3,55 e 3,75-3,82 (trés conjuntos de mn,
10H), 2,50-2,55 (m, 2H), 1,99 (m deformado, 2H), 1,56-
i,70(m, 8H), 1,15-1,19 (m, 3H), 0,89-0,99 (m, 2H).

Exemplo 1B: Sintese de sulfato cristalino de 3-endo-
(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)amino]
etil}-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il)benzamida

a. Preparagio de sulfato de 3-endo- (8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminocletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1l]Joct-3-il)benzamida

Uma mistura de 3-endo-{8-[2-(ciclohexilmetilamino)
etil] -8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il}benzamida (100 g, 270,6

mmol) e DMF (480 ml) foi agitada por 10 minutos e depois
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resfriada a 0ecC. Hexafluorfosfato de benzotriazol-1-
iloxitris (pirrolidino) fosfénio (183 g, 352 mmol) e 1litio
(45)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano-4-carboxilato (49,3 g, 324
mmol) foram adicionados em uma porgdo a 0°C. A mistura de
reacdo foi agitada em temperatura ambiente por 6 horas.
Acetato de isopropila (2,0 1) e 1 M de NaOH (1,0 1) foram
adicionados, a mistura de reagdo foi agitada por 15
minutos, e as fases foram separadas. A camada orgdnica foi
lavada com salmoura em a&gua (1:1, 2 x 1,0 litro) e as fases
foram separadas. A camada orgidnica foi reduzida até um
quarto do volume (aproximadamente 500 ml), acetonitrila
(500 ml) foi adicionada, e a mistura de reagdo foi agitada
até homogénea, para fornecer uma solugdo de intermedi&rio

2-[3-endo- (3-carbamoil-fenil) -8-azabiciclo[3.2.1]oct-8-11] -

etil-ciclohexilmetil-amida de &cido (S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolano-4-carboxilico em acetato de isopropila e
acetonitrila.

Uma aliquota da solugdo de intermedidrio acima (3,03
g, 6,09 mmol) em acetato de isopropila/acetonitrila (22,5
ml) foi combinada com 2,0 M de &acido sulfirico em &gua
(3,68 ml) e mantida a 25°C por 20 horas, e depois mantida a
10°C com agitagdo por 5 horas. A solugdo da reagdo foi
filtrada, e o bolo do filtro foi lavado com acetonitrila
(25 ml) e seco, para gerar o sal de grau intermedidrio de
sulfato do composto do titulo (2,91 g, 99,4% de pureza por
HPLC) como um sdlido branco, predominantemente na forma de
hidrato cristalino.

b. Sintese de sulfato cristalino de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-

aza-biciclo{3.2.1]Joct-3-il)benzamida
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Uma mistura do grau intermediario do sulfato de 3-
endo- (8-2- [ciclohexilmetil-((S)-2,3-diidroxi-propionil) -
amino] -etil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1il) -benzamida (154,0
g, 277,1 mmol) preparado como na etapa prévia e metanol/10%
de Agua (616 ml) foi aquecida a 65°C ao longo de 45 minutos
com agita¢do. A mistura de reacgdo foi resfriada até 55°C,
foram adicionados c¢ristais de semeadura do produto do
titulo (120 mg), a mistura de reagdo foi agitada a 55°C por
1 hora, e a temperatura foi reduzida até 20°C na taxa de
10°C/h, e depois mantida por 8 horas. A mistura de reagdo
foi resfriada até 5°C, mantida por 30 minutos, e filtrada.
O bolo do filtro foi lavado com metanol (2 x 25 ml) e seco
de um dia para o outro sob alto vacuo para gerar o composto
do titulo (126,3 g, 99,9% de pureza).

Exemplo 2: Recristalizag¢3o de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida (forma de hidrato)

O sulfato do Composto 1 (forma de hidrato) (920 mg)
foi suspenso em acetonitrila (5 ml) e aquecido até 65°C.
Agua (2,4 ml) foi ent3do adicionada gota a gota até que a
dissolug¢do completa fosse obtida. A solugdo resultante foi
resfriada até temperatura ambiente ao longo de 20 minutos.
A nucleagdo foi observada por volta de 35°C. Os sbélidos
foram isolados por filtracgdo a Vvacuo, lavados com
acetonitrila (5 ml) e secos para fornecer o composto do
titulo.

Exemplo 3: Cristalizag8o de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((8)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1l]Joct-3-il)benzamida

O sulfato do Composto 1 (forma de hidrato) (50 mg) foi
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disperso em uma mistura solvente de &agua (10%) e metanol
(90%) (0,83 ml) e aquecido até 60°C com agitag¢do. Deixou-se
que a solugdo resultante resfriasse até a temperatura
ambiente ao longo de 2 horas. Os sdlidos resultantes foram
isclados por filtrag¢do a vacuo para fornecer o composto do
titulo (8 mg).

Exemplo 4: Cristalizag3o de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il)benzamida

O sulfato do Composto 1 (forma de hidrato) (42 mg) foi
disperso em uma mistura solvente de &agua (25%) e metanol
(75%) (0,42 ml) e agquecido até 60°C com agitag¢do. Deixou-se
que a solugdo resultante zresfriasse até a temperatura
ambiente. O volume foi reduzido por 50% por evaporagdo
rotatdria, e a solugdo foi deixada em temperatura ambiente
de um dia para o outro. Os s6lidos resultantes foram
isolados por filtrag¢do a vaAcuo para fornecer o composto do
titulo (8 mg).

Exemplo 5: Cristalizag3o de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il)benzamida

O Composto 1 (11 mg) foi dissolvide em uma mistura
solvente de tolueno (22%) e acetonitrila (78%) (0,2 ml).
Acetonitrila (0,15 ml) foi adicionada, seguida por 0,04 M
de acido sulfGrico em acetonitrila (0,59 ml). Formou-se um
precipitado sélido mediante a adigdo de acido. A mistura de
reagcdo foi deixada em temperatura ambiente por 12 horas. Os
sbélidos resultantes foram isolados por filtragdo para
fornecer o composto do titulo.

Exemplo 6: Cristalizagd3o de sulfato de 3-endo-(8-{2-



10

15

20

25

30

56/68

[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]Joct-3-il)benzamida

O Composto 1 (38 mg) foi dissolvido em diclorometano
(0,5 ml). A solucdo, foi adicionado 0,04 M de &cido
sulfdrico em acetonitrila (1,91 ml) . Formou-se um
precipitado sdélido mediante a adig¢do de acido. A mistura de
reagdo foi deixada em temperatura ambiente por 12 horas. Os
sblidos resultantes foram isolados por filtragdo para
fornecer o composto do titulo.

Exemplo 7: Cristalizag8o de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida

O Composto 1 (22 mg) foi dissolvido em uma mistura

solvente de tolueno (23%) e acetonitrila (77%) (0,41 ml). A
solugao, foi adicionado 0,04 M de &cido sulfirico em
acetonitrila (1,20 ml). Formou-se um precipitado sdélido

mediante a adig3o de &cido. Agua (0,16 ml) foi adicionada a
mistura de reagdo, dissolvendo o precipitado. A nucleag¢édo
foi observada apds 2 horas. Os sdblidos resultantes foram
isolados por filtragdo a vacuo para fornecer o composto do
titulo.

Exemplo 8: Cristalizag¢3o de sulfato de 3-endo-(8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclol[3.2.1]loct-3-il)benzamida (forma de hidrato)

O sulfato cristalino do Composto 1 (7,12 g) foi
dissolvido em uma mistura solvente de &agua (42 ml) e
acetonitrila (25 ml). A solugdo foi 1liofilizada para
produzir um sal amorfo de sulfato. O sal amorfo (6,6 g) foi
disperso em uma mistura solvente de acetonitrila (75%) e

agua (25%) (34,6 ml) e aquecido até 65°C por 10 minutos com
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agitacgéo, e deixou-se que resfriasse até que fosse
alcangada a temperatura ambiente. Apds 12 horas, os sdlidos
resultantes foram isolados por filtragdo a vacuo para
fornecer o composto do titulo (5,4 g).

Exemplos 9-17: Propriedades das formas de sal da
invengido

Amostras do sal de sulfato cristalino de 3-endo- (8-{2-
[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-
aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)benzamida (composto 1)
preparadas como no Exemplo 1A e do hidrato cristalino do
sal de sulfato de composto 1, preparado como no Exemplo 2,
foram analisadas por difragdo de pd com raios X (XRPD),
calorimetria de varredura diferencial (Dsc) , analise
termogravimétrica (TGA), espectroscopia infravermelha (IR)
e cromatografia idnica.

Exemplo 10: Difragdo de pd com raios X

Os padrdes de difragdo de pd com raios X das Figuras 1
e 4 foram obtidos com um difratémetro Rigaku usando
radia¢do Cu Ko (30,0 kv, 15,0 mA). A andlise foi realizada
com o gonifmetro executado em modo de varredura continua de
3° por minuto, com um tamanho de etapa de 0,03° sobre uma
gama de 2 a 40°. As amostras foram preparadas em suportes
de amostras de quartzo como uma camada delgada de material
em pd. O instrumento foi calibrado com um padrdao de
silicio.

Exemplo 11l: Analise térmica

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) foi
realizada usando um médulo de TA Instruments Modelo Q-100.
Os dados foram coletados e analisados usando o software de

TA Instruments Thermal Advantage para Q Series™. Uma
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amostra de cerca de 1-10 mg foi pesada precisamente em uma
bandeja de aluminio com tampa. A amostra foi avaliada
usando uma rampa de aquecimento linear de 10°C/min de 5°C
até, tipicamente, 265°C. A célula DSC foi depurada com
nitrogénio seco durante o uso. Tragados de DsC
representativos para as amostras do sal de sulfato
cristalino e do hidrato cristalino de um sal de sulfato de
composto 1 sdao mostrados nas Figuras 2 e 5,
respectivamente.

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada usando
um mdédulo de TA Instruments Modelo Q-500. Os dados foram
coletados e analisados usando o software de TA Instruments
Thermal Advantage para Q Series™. Uma amostra pesando cerca
de 1-5 mg foi colocada em uma badeja de aluminio em um
berco de platina e avaliada da temperatura ambiente até
300°C com uma taxa de aquecimento linear de 10°C/min. As
cédmaras de equilibrio e da fornalha foram depuradas com
nitrogénio durante o uso. Tracados de TGA representativos
para as amostras de um sal de sulfato cristalino e de um
hidrato c¢ristalino de um sal de sulfato de composto 1
também s3do mostrados nas Figuras 2 e 5, respectivamente.

Exemplo 12: Estimativa de Absorgdo din@mica de umidade

A avaliag¢do da absorgio dindmica de umidade (DMS) foi
realizada a 25°C usando um sistema de VTI SGA-100 com
micro-equilibrio atmosférico (VTI Corp., Hialeah, FL
33016) . Foi usado um tamanho de amostra de aproximadamente
5-10 mg, e a umidade foi ajustada no valor ambiente no
inicio da andlise. Uma andlise de DMS tipica consistia em
trés varreduras: umidade relativa (RH) ambiente até 2%, 2%

de RH até 90% de RH, 90% de RH até 5% de RH em uma taxa de
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varredura de 5% de RH/etapa. A massa foli medida a cada dois
minutos, e a RH era alterada para o valor seguinte (+ 5% de
RH) gquando a massa da amostra era estavel dentro de 0,02%
para 5 pontos consecutivos. Tragados de DMS representativos
para as amostras de um sal de sulfato cristalino e de um
hidrato cristalino de um sal de sulfato de composto 1 sdo
mostrados nas Figuras 3 e 6, respectivamente.

Exemplo 13: Anadlise infravermelha

0 espectro de absorcgao infravermelha (IR) foi
determinado ao 1longo da faixa de freqiéncia de 4.000 a

400 cm™?

usando um espectrdmetro Avatar 360 FT-IR equipado
com um mdédulo de espectroscopia por refletdncia difusa no
infravermelho com transformada de Fourier (DRIFTS). Um
espectro de absorgdo IR representativo para uma amostra de
um sal de sulfato cristalino da invengdo teve bandas de
absorgdo significativas a 430 + 1, 590 + 1, 639 + 1, 705 =+
1, 867 + 1, 1.036 + 1, 1.053 + 1, 1.105 + 1, 1.171 + 1,
1.2317 + 1, 1.277 + 1, 1.375 + 1, 1.391 + 1, 1.452 + 1,
1.476 + 1, 1.553 + 1, 1.596 + 1, 1.639 + 1, 1.664 + 1,
2.852 + 1, 2.907 + 1, 2.928 + 1, 2.967 + 1, 3.168 + 1 e
3.357 + 1 cm™t.

Exemplo 14: Andlise de estrutura cristal por difragédo
de raios X

Umn pedago do cristal do sal de sulfato do Composto 1
com as dimensdes de 0,43 x 0,05 x 0,031 mm foi montado em
uma fibra de vidro. Os dados da estrutura cristal por
difragdo de raios X foram obtidos usando um detector de
area de raios X Bruker SMART 6K CCD com um didmetro de
janela de 13,5 cm, controlado pelo software SMART versio

5.630 (Bruker, 2003) usando radiac3o Cu Ka. A disténcia da
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amostra até o detector era de 5,039 cm. Os dados foram
coletados em uma temperatura de -153 + 1°C, e foram

analisados usando o software SHELXS versdo 6.14 (Bruker,

2003) . Os seguintes paradmetros de rede foram derivados: a
célula unitdria é ortorrdémbica com dimensdes a = 66,8239 A,
b = 16,2275 A, ¢ = 24,2021 A, a = B = y = 90°; volume

celular (V) de 2680,0 A?; densidade calculada & de 1,38
g/cm®; grupo espacial & P2,2,2;(#19); os picos de difracgdo
de pd com raios X previstos a partir das posig¢gdes atdmicas
derivadas de acordo com o software Mercury 1.4 foram
avaliados por inspeg¢do visual como estando perfeitamente de
acordo com os resultados experimentais da Figura 1.

Exemplo 15: Avaliagdo da estabilidade em estado sélido

Amostras do sal de sulfato da inveng¢ao foram
armazenadas em miltiplos frascos de vidro abertos a 20°C e
60% de umidade relativa (RH) e a 40°C e 75% de RH. Em
intervalos especificos, o contendo de um frasco
representativo foi removido e analisado por DSC, TGA, PXRD,
e por HPLC gquanto & pureza dgquimica. Apds 4 semanas de
armazenamento, nao havia alteracao detectavel nos
termogramas de DSC ou TGA, nem no padrdo de XRPD de
amostras armazenadas em qualquer uma das condigdes. A
pureza guimica das amostras armazenadas por HPLC ficou
inalterada em 99,7%.

Exemplo 16: Determinagdo do teor de contra-ion

Uma amostra do sal de sulfato da invengdo foi
analisada por cromatografia idnica de sulfato usando um
sistema de cromatografia idnica Dionex ICS-2000 equipado
com um supressor de &dnion auto-regenerador, detector de

condutividade, coluna de troca anidnica analitica IonPac
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AS11-HC e coluna de guarda IonPac AGll-HC. O teor de
sulfato da amostra foi determinado como sendo de 17,1%, o
gque pode ser comparado com um teor de sulfato tedrico de
17,6% para um equivalente molar de ion sulfato por mole de
composto parente.

Exemplo 17: Determinagdo do teor de agua do hidrato

Uma amostra do hidrato da invengdo foi analisada por
TGA acoplada a andlise IR do material vaporizado durante
perda de peso inicial. O tragado de TGA mostra uma perda de
peso de 3,2% abaixo de 100°C, que pode ser comparada com
uma perda de peso tedrica de 3,1% para um monoidrato do
sulfato do Composto 1. O espectro IR do material wvaporizado
era consistente com o espectro IR de referéncia da &agua.

Ensaio 1: Ensaio de 1ligagdo de radioligante em
receptores opidides humanos ", humanos Delta e de
porgquinho-da-india Kappa

a. Preparagcdo de membrana

Células CHO-K1 (Ovario de Hamster Chinés)
transfectadas estavelmente com c¢DNA do receptor opidide
humano p ou de receptor kappa de porgquinho-da-india foram
cultivadas em meio que consiste em meios Hams-F12
suplementados com FBS 10%, 100 unidades/ml de penicilina -
100 ng/ml de estreptomicina e 800 ug/ml de Geneticina em
uma incubadora de CO, 5%, umidificada a 37°C. Os niveis de
expressao do receptor (Bmax aproximadamente 2,0 e
aproximadamente 0,414 pmol/mg de proteina, respectivamente)
foram determinados usando [’H] -Diprenorfina (atividade
especifica de aproximadamente 50-55 Ci/mmol) em um ensaio
de ligagdo de radioligante de membrana.

As células foram cultivadas até 80-95% de confluéncia
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(<« 25 passagens de subcultura). Para a passagem da linhagem
celular, a monocamada de células foi incubada por 5 minutos
em temperatura ambiente e coletada por agita¢do mecénica em
10 ml de PBS suplementado com 5 mM de EDTA. Apds a
ressuspensao, as células foram transferidas para 40 ml de
meio de crescimento fresco para centrifugagdo por 5 minutos
a 1.000 rpm, e ressuspensas em meio de crescimento fresco
na proporgao de divisdao apropriada.

Para a preparagdo da membrana, as células foram
coletadas por agitac¢do mecdnica suave com 5 mM de EDTA em
PBS, seguida por centrifugagdo (2.500 g por 5 minutos). Os
péletes foram ressuspensos em tampdoc de ensaio (50 mM de
dcido 4-(2-hidroxietil)piperazina-l-etanossulfbdnico N-(2-
hidroxietil)piperazina-N’'- (acido 2-etanossulfdénico)
(HEPES)), pH 7,4, e homogeneizados com um homogeneizador
politron no gelo. ©Os homogeneizados resultantes foram
centrifugados (1.200 g por 5 minutos), os pé€letes

descartados e o sobrenadante centrifugado (40.000 g por 20

minutos) . Os péletes foram lavados uma vez por ressuspensio
em tampdo de ensaio, seguido por uma centrifugagdo
adicional (40.000 g por 20 minutos). Os péletes finais

foram ressuspensos em tampdo de ensaio (1 equivalente de T-
225 frasco/1l ml de tampao de ensaio). A concentragdo de
proteina foi determinada wusando um kit de ensaio de
proteina Bio-Rad Bradford, e as membranas foram armazenadas
em aliguotas congeladas a -80°C, enquanto necessario.
Membranas de receptor opidide humano delta (hDOP)
foram adquiridas de Perkin Elmer. As Kg € Bpax relatadas
para essas membranas determinadas por andlises de saturacdo

em ensaios de 1ligagdo de radioligante de [*H] -Natrindol
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foram de 0,14 nM (pKg = 9,85) e 2,2 pmol/mg de proteina,
respectivamente. A concentrag¢do de proteina foi determinada
usando um kit de ensaio de proteina Bio-Rad Bradford. As
membranas foram armazenadas em aligquotas congeladas a -
80°C, enquanto necessario.

b. Ensaio de ligagdo de radioligantes

Os ensaios de ligagdo de radioligante foram realizados
em uma placa de ensaio de polipropilenoc de 96 pogos Axygen
de 1,1 ml, em um volume total de ensaio de 200 pl contendo
a gquantidade apropriada de proteina da membrana
(aproximadamente 3, aproximadamente 2 e aproximadamente 20
Bg para mi, delta e kappa, respectivamente) em tampdo de
ensaio, suplementado com albumina sérica bovina 0,025%
(BSA) . Foram feitos estudos de saturacgdo de 1ligagdo para
determinacdo dos valores Kg do radioligante usando [’H]-
Diprenorfina em 8-12 concentra¢des diferentes, variando de
0,001l nM - 5 nM. Foram efetuados ensaios de deslocamento
para determinag¢do dos valores pKi dos compostos com [3H] -
Diprenorfina a 0,5, 1,2 e 0,7 nM para mi, delta e kappa,
respectivamente, e onze concentragdes de composto, variando
de 10 pM - 100 uM.

Os dados de ligagdo foram analisados por andlise por
regressdo ndo 1linear com a suite de programas GraphPad
Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) usando o
modelo de 3 par@metros para competi¢do por um sitio. O
minimo da curva foi £fixado ao wvalor para 1ligagdo ndo
especifica, determinado na presenga de 10 uM de naloxona.
Os valores K; para os compostos de teste foram calculados,
em Prism, a partir dos valores de IC;; com o melhor ajuste,

e do valor Kg do radioligante, usando a equag¢do de Cheng-
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Prusoff (Kij= ICso/(1+([L]/Kyg)) em que [L] = a concentragdo
de [?H]-Diprenorfina. Os resultados s&80 expressos como O
logaritmo decadico negativo dos valores K;i, pK;.

Os compostos de teste gue possuem um valor pK; maior
nesses ensaios possuem uma afinidade de ligag¢do maior pelo
receptor opidide u, delta ou kappa. O sal de sulfato do
Composto 1 exibiu um valor pK; de 9,9 no receptor opidide p
humano.

Ensaio 2: Ativagdo mediada por agonista do receptor
opidéide p em membranas preparadas por células CHO-K1 gue
expressam o receptor opidide p humano

Neste ensaio, os valores da poténcia e da atividade
intrinseca de compostos de teste foram determinados pela
medida da quantidade de GTP-Eu 1ligado presente apds
ativagdo do receptor em membranas preparadas por células
CHO-K1 que expressam o receptor opidide u humano.

a. Preparacdo de membrana do receptor Opidide mi:

Membranas do receptor opidéide p humano (hMOP) foram
preparadas como descrito acima ou foram adquiridas de
Perkin Elmer. As pKyg € Bpax Yrelatadas para as membranas
adquiridas determinadas por andlises de saturagdo em um
ensaio de 1ligagdo de radioligante de [’H]-Diprenorfina
foram de 10,06 e 2,4 pmol/mg de proteina, respectivamente.
A concentrag¢do de proteina foi determinada usando um kit de
ensaio de proteina Bio-Rad Bradford. As membranas foram
armazenadas em aliquotas congeladas a -80°C, enquanto
necessario. GTP-Eu e GDP liofilizados foram diluidos até 10
UM e 2 mM, respectivamente, em H,O destilada duplamente, e
depois misturados, e ficaram em repouso em temperatura

ambiente por 30 minutos, antes da transferéncia para



10

15

20

25

30

65/68

amostras de aliquotas individuais para armazenamento a -
20°C.

b. Ensaio de troca de nucleotideo GTP-Eu p de humano

Foram feitos ensaios de troca de nucleotideo GTP-Eu
usando o kit de ligagdo de GTP DELPHIA (Perkin/Elmer) em
placas de filtro de 96 pogos AcroWell de acordo com as
especificag¢des do fabricante. As membranas foram preparadas
como descrito acima e, antes do inicio do ensaio, as
aliquotas foram diluidas até uma concentragdo de 200 pg/ml
em tampdo de ensaio (50 mM de HEPES, pH 7,4 a 25°C), depois
homogeneizadas por 10 segundos usando um homogeneizador
Polytron. Os compostos de teste foram recebidos como 10 mM
de solu¢des de estoque em DMSO, diluidos até 400 uM em
tampdo de ensaio contendo BSA 0,1%, e foram entdo feitas
diluig¢des seriais (1:5) para gerar dez concentrag¢gdes de
composto, variando de 40 pM - 80 uM; GDP e GTP-Eu foram
diluidos até 4 uM e 40 nM, respectivamente, em tampdo de
ensaio. O ensaio foi realizado em um volume total de 100
nl, contendo 5 pg de proteina da membrana, composto de
teste variando de 10 pM - 20 uM, 1 uM de GDP e 10 nM de
GTP-Eu diluidos em 10 mM de MgCl,, 50 mM de NaCl e 0,0125%
de BSA, (concentrag¢des finais do ensaio). Uma curva de
concentragdo-resposta DAMGO (Tyr—D-Ala—Gly~(metil)fhe-Gly-
0l) (variando de 12,8 pM - 1 mM) foi incluida em cada
placa.

As placas de ensaio foram preparadas imediatamente
antes do ensaio, apds a adigdo de 25 pl de tampdo de
ensaio, 25 pl de composto de teste e 25 pl de GDP e GTP-Eu.
O ensaio foi iniciado pela adig¢do de 25 ul de proteina da

membrana e deixou-se ijincubar por 30 minutos. As placas de
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ensaioc foram depois filtradas com uma tubulagdo a véacuo
Waters conectada ao aparelho de vacuo regulada para 33,86-
40,63 kPa e 1lavada com solugdo de 1lavagem de GTP em
temperatura ambiente (2 x 300 ml). Os fundos das placas
foram blotted para remover o excesso de liquido. As placas
foram entdo imediatamente lidas para determinar a
quantidade de GTP-Eu 1ligado por medida da fluorescéncia
tempo-resolvida (TRF) em uma leitora de placas Packard
Fusion. Veiculo: DMSO ndo excedeu 1% da concentra¢do final
do ensaio.

A gquantidade de GTP-Eu ligado é proporcional ao grau
de ativagdo dos receptores opidides 1 pelo composto de
teste. A atividade intrinseca (IA), expressa c<como uma
percentagem, foi determinada como a proporgdo da quantidade
de GTP-Eu ligado observada para ativag¢do pelo composto de
teste em relagdo a quantidade observada para ativag¢do por
DAMGO, que supostamente € um agonista total (IA=100). O sal
de sulfato de composto 1 demonstrou uma atividade
intrinseca de -5 neste ensaio. Dessa forma, o presente sal
de sulfato demonstrou ser um antagonista.

Ensaio 3: Modelo em rato da eficacia in vivo

Neste ensaio, a eficécia dos compostos de teste foi
avaliada em um modelo de transito gastrintestinal, que
avalia a atividade periférica. Este estudo foi aprovado
pelo “Institutional Animal Care and Use Committee at
Theravance, Inc.” e adequado ao “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” publicado pela “National Academy of
Sciences” (em 1996) .

a. Ensaio de esvaziamento gastrico de ratos

Os compostos de teste foram avaliados no ensaio de
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esvaziamento gastrico em ratos para determinar sua
habilidade para reverter esvaziamento gastrico retardado
induzido por loperamida. Os ratos ficaram em jejum de um
dia para o outro, antes da administragdo dos compostos de
teste ou de veiculo pela via de administrag¢do intravenosa,
subcutédnea, intramuscular ou oral, em doses dque variam de
0,001 a cerca de 30 miligramas/quilograma (mg/kg). A
administracdo do composto de teste foi seguida por
administrag¢do subcutédnea de loperamida em uma dose de 1
mg/kg ou de veiculo. Cinco minutos apdés a administragdo de
loperamida ou veiculo, foi administrada uma refeigdo de
carvdo, ndo nutritiva, ndo absorvivel, por meio de engorda
oral, e animais tiveram livre acesso a agua pelos sessenta
minutos de duragdo do experimento. Os animais foram entdo
submetidos & eutanasia por meio de asfixia com didxido de
carbono, seguida por toracotomia, e o estdmago foi
cuidadosamente removido. O estdmago foi ligado no esfincter
esofagiano inferior e no esfincter pildrico para evitar
esvaziamento adicional durante a remogdao de tecido. O peso
gastrico foi entdo determinado apds remogdo das ligaduras.

b. Analise de dados e resultados

Os dados foram analisados usando a sulte de programas
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
Foram construidas curvas do percentual de reversdo por
andlise de regressdo ndo linear usando um modelo sigmdide
de dose-resposta (inclinagdo variavel), e os valores de
IDso com © melhor ajuste foram calculados. Os minimos e
maximos da curva foram fixados para valores de controle de
loperamida (indicando 0% de reversio) e controles de

veiculo (indicando 100% de reversdo), respectivamente. Os
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resultados sdo expressos como IDs,, a dose necessaria para
50% de reversdo dos efeitos de loperamida, em miligramas
por quilograma. 0] sal de sulfato do composto 1,
administrado oralmente, exibiu um valor de 1IDs, de 0,26
mg/kg no modelo de esvaziamento gastrico.

Embora a presente inveng¢do tenha sido descrita com
referéncia a modalidades especificas desta, deve ser
entendido por aqueles habilitados na técnica que varias
alterag¢des podem ser feitas e que equivalentes podem ser
substituidos, sem se afastar do verdadeiro espirito e
escopo da invencdo. Além disso, podem ser feitas muitas
modificagdes para adaptar uma situagao, material,
composigcdo de matéria, processo, etapa de processo ou
etapas em particular ao objetivo, espirito e escopo da
presente invengdo. Todas essas modificag¢des visam serxr
incluidas no escopo das reivindicagdes em anexo.
Adicionalmente, todas as publica¢des, patentes e documentos
de patente aqui citados anteriormente sdo aqui incorporados
por referéncia em sua totalidade, como se fossem aqui

incorporados individualmente por referéncia.
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REIVINDICAGCOES

1. Forma de sal cristalino caracterizada pelo fato de

ser o sal de sulfato de 3-endo- (8-{2-[ciclohexilmetil- ((S) -
2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-
3-il)benzamida ou um solvato desta.

2. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de gque a forma de

sal cristalino & um sal cristalino de sulfato.
3. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagao 2, caracterizada pelo fato de que a forma de

sal cristalino & caracterizada por um padrdo de difragdo de
pd® com raios X que possui doils ou mais picos de difrag¢do em
valores de 20 sgelecionados de 6,58 + 0,20, 7,52 + 0,20,
9,35 + 0,20, 14,69 + 0,20, 16,01 + O0,20, 17,45 + 0,20,
17,99 + 0,20, 18,62 + 0,20, 19,76 + 0,20, 21,11 + 0,20,

22,07

I+

0,20, 23,18 + 0,20, 23,74 + 0,20, 24,56 + 0,20,

25,63

+

0,20, 26,45 + 0,20, 27,86 + 0,20, 28,31 + 0,20,
29,54 + 0,20, 30,59 + 0,20, 31,58 + 0,20, 33,89 + 0,20 e

36,02

I+

0,20.
4. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 3, caracterizada pelo fato de que o padrdo de

difragdo de pd com raios X compreende dois ou mails picos de
difracdo em valores de 20 selecionados de 14,69 + 0,20,
16,01 + 0,20, 21,11 + 0,20, 22,07 + 0,20 e 23,18 + 0,20.

5. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizada pelo fato de que a forma de

sal cristalino é caracterizada por um padrao de difragao de
pd com 1raios X no qual as posigdes de pico estdo
substancialmente de acordo com as posig¢gdes de pico do

padrdo mostrado na Figura 1.
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6. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizada pelo fato de que a forma de

sal cristalino é caracterizada  por um tragado de
calorimetria de varredura diferencial registrado em uma
taxa de aquecimento de 10°C por minuto que mostra um maximo
no fluxo de calor endotérmico em uma temperatura entre
cerca de 190°C e cerca de 205°C.

7. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicag¢do 2, caracterizada pelo fato de que a forma de

sal cristalino é caracterizada por um tragado de
calorimetria de varredura diferencial substancialmente de
acordo com aquele mostrado na Figura 2.

8. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de gque a forma de

sal cristalino & um hidrato de um sal de sulfato.
9. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 8, caracterizada pelo fato de que a forma de

sal cristalino & caracterizada por um padrdo de difracgdo de
pd com raios X que possui dois ou mais picos de difragdo em
valores de 26 selecionados de 9,41 + 0,20, 9,98 + 0,20,
15,17 + 0,20, 16,70 + 0,20, 18,59 + 0,20, 19,46 =+ 0,20,
19,91 + 0,20, 20,63 + O0,20, 21,35 + 0,20, 21,89 =+ 0,20,
23,00 + 0,20, 24,20 + 0,20, 25,40 + 0,20, 26,03 + 0,20,
27,44 + 0,20, 28,46 + 0,20, 29,45 + 0,20, 31,22 + 0,20,
31,82 + 0,20, 33,17 + 0,20, 33,56 + 0,20 e 36,89 x+ 0,20.
10. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 9, caracterizada pelo fato de que o padrao de

difragdo de pd com raios X compreende dois ou mais picos de
difragdo em valores de 26 selecionados de 16,70 + 0,20,

18,59 + 0,20, 19,46 + 0,20, 19,91 + 0,20, 23,00 + 0,20 e
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24,20 + 0,20.
11. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicagdo 8, caracterizada pelo fato de que a forma de

P

sal cristalino & caracterizada por um padrdo de difracdo de
p® com raios X no qual as posigdes de pico estdo
substancialmente de acordo com as posi¢gdes de pico do
padrdo mostrado na Figura 4.

12. Forma de sal cristalino, de acordo com a

reivindicag¢do 8, caracterizada pelo fato de que a forma de

sal cristalino é caracterizada por um tragado de
calorimetria de varredura diferencial substancialmente de
acordo com aquele mostrado na Figura 5.

13. Composigdo farmacéutica caracterizada por

compreender um veiculo farmaceuticamente aceitdvel e a
forma de sal cristalino de qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12.

14. Processo para a preparagdo de um sal cristalino de
sulfato de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-
propionil)amino]etil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-

il)benzamida caracterizado pelo fato de compreender:

(a) o contato de um precursor protegido com 3-endo- (8-
{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}
-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-il)benzamida, em gue oS Jgrupos
hidréxi sdo protegidos com acido sulflirico para formar uma
primeira mistura de reagdo;

(b) o isolamento de um sal sblido de grau
intermediario de sulfato de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil-
((8S)-2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo
[3.2.1]Joct-3-il)benzamida da primeira mistura de reagdo;

(c) a dispersdo do sal sbélido de grau intermediario de
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sulfato em um diluente gque compreende metanol para formar
uma segunda mistura de reagdo; e

(d) o isolamento do sal cristalino de sulfato da
segunda mistura de reagdo.

15. Processo, de acordo com a reivindicacgdo 14,

caracterizado pelo fato de que o precursor protegido & {2-

[3-(3-carbamoil-fenil) -8-azabiciclo[3.2.1]oct-8-
illJetil}ciclohexilmetil-amida de 4&cido (8)-2,2-dimetil-
[1,3]dioxolano-4-carboxilico.

16. Processo, de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizado pelo fato de que o diluente gue compreende

metanol ainda compreende até cerca de 25% de agua.
17. Processo, de acordo com a reivindicacao 15,

caracterizado pelo fato de que o diluente gue compreende

metanol compreende entre cerca de 5% e cerca de 15% de
agua.

18. Processo para a preparagdo de um sal cristalino de
sulfato de 3-endo- (8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-
propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-

il)benzamida caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) o contato de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-
2,3-diidroxi-propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-
3-il)benzamida com acido sulfirico para formar uma mistura
de reagao; e

(b) o isolamento do sal cristalino de sulfato da
mistura de reacao.

19. Processo para a preparag¢do de um sal cristalino de
sulfato de 3—endo—(8—{2—[ciclohexilmetil—((S)—2,3—diidroxi—
propionil)aminoletil}-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-

il)benzamida caracterizado pelo fato de que compreende:
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(a) a dispersdo de um hidrato cristalino do sal de
sulfato de 3-endo-(8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-
propionil)amino]etil}-8-aza-biciclo[3.2.1loct-3-1il)
benzamida em um diluente que compreende metanol para formar
uma mistura de reacdo; e

(b) o isolamento do sal cristalino de sulfato da
mistura de reacgdo.

20. Processo, de acordo com a reivindicagdo 19,

caracterizado pelo fato de que o diluente que compreende

metanol ainda compreende até 25% de agua.

21. Aduto caracterizado pelo fato de ser de bissulfito

de éster benzilico de acido N-ciclohexilmetil- (2-oxoetil) -
carbdmico.

22. Forma de sal cristalino, de acordo com dgqualquer
uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou

12, caracterizada por ser usada em terapia.

23. Use da forma de sal cristalino de qualquer uma das
reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12,

caracterizada por ser na fabricagdo de um medicamento para

o tratamento de uma doenca ou condig¢do médica em um
mamifero atenuada por tratamento com um antagonista do
receptor opidide mu.

24 . Uso, de acordo com reivindicacdo 23, caracterizado

pelo fato de gque a doenga ou condigao é disfungdo
intestinal ou obstrugdo total do intestino pds-operatdria
induzida por opidide.

25. Método de tratamento de um mamifero possuindo uma
condig¢do médica atenuada por tratamento com um antagonista

do receptor opidide mu caracterizado pelo fato de

compreender a administra¢do ao mamifero de uma composigdo
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farmacéutica gque compreende um veiculo farmaceuticamente
aceitavel e da forma de sal cristalino de qualquer uma das
reivindica¢dbes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12.

26. Método, de acordo com a reivindicagao 25,

caracterizado pelo fato de que a condigdo médica é

disfun¢do intestinal ou obstrugdo total do intestino pds-
operatdria induzida por opidide.
27. Método de aumento da motilidade do trato

gastrintestinal em um mamifero caracterizado por

compreender a administra¢do ao mamifero de uma composicgdo
farmacéutica gque compreende um veiculo farmaceuticamente
aceitdvel e a Forma de sal cristalino, de qualquer uma das
reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12.

28. Método de antagonizar um receptor opidide mu em um

mamifero caracterizado por compreender a administrag¢do ao

mamifero de uma composigdo farmacéutica que compreende um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel e a Forma de sal
cristalino, de qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4,

5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12.
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RESUMO
FORMAS CRISTALINAS DE UM COMPOSTO DE 8-AZABICICLO[3.2.1]
OCTANO
A invengdo fornece um sal cristalino de sulfato de 3-
endo- (8-{2-[ciclohexilmetil- ((S)-2,3-diidroxi-propionil)
amino]etil}—8—aza—biciclo[3.2.1]oct—3—il)benzamida ou um
solvato desta. A invencgao também fornece composigdes
farmacéuticas que compreendem estas formas de sal
cristalino, métodos de utilizacdo destas formas de sal
cristalino para o tratamento de doengas associadas a
atividade do receptor opidide mu e processos Uteis para a

preparagao destas formas de sal cristalino.
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