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(57) Resumo: COMPOSTOS DE DIALQUILFENIL POSSUINDO
ATIVIDADE AGONISTA DE REPECTOR R2-ADRENERGICO E
ANTAGONISTA DE RECEPTOR MUSCARINICO Esta invengéo esta
relacionada a compostos da férmula (I), onde R' e R? estao conforme
definido na especificagdo, ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou
um solvato ou esterecisdbmero deste. A invengdo também esta
relacionada a composi¢bes farmacéuticas e combinagbes
compreendendo tais compostos, processos e intermediarios para
preparag¢ado de tais compostos, e métodos para utilizagdo de tais
compostos para, por exemplo, tratar disfungdes pulmonares, como
doenga pulmonar obstrutiva crénica e asma.
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COMPOSTOS DE DIALQUILFENIL POSSUINDO ATIVIDADE AGONISTA DE
REPECTOR R2-ADRENERGICO E ANTAGONISTA DE RECEPTOR
MUSCARINICO

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

Campo da Invengao

A presente invengdo relaciona-se aos novos compostos
de dialquilfenil possuindo atividade agonista de receptor
B.-adrenérgico e antagonista de receptor muscarinico. Esta
invencdo também se relaciona a composig¢des farmacéuticas
compreendendo tais compostos de bifenil, processos e
intermedidrios para preparar tais compostos e métodos de
uso de tais compostos, por exemplo, para tratar disfuncgdes
pulmonares. i
Estado da Técnica

As disfungdes pulmonares, tais como asma e doenga
pulmonar obstrutiva crénica (COPD), sdo comumente tratadas
com broncodilatadores. Um tipo de broncodilatador usado
para tratar disfun¢des pulmonares consiste dos‘agonistas de
receptor B.-adrenérgico (adrenoreceptor) , tal como
albuterol, formoterol e salmeterol. Estes compostos sdo
geralmente administrados por inalagdo. Um outro tipo de
broncodilatador consiste de antagonistas do receptor
muscarinico (compostos anticolinérgicos), tais como
ipratrépio e tiotrédpio. Estes compostos sdo também
tipicamente administrados por inalacgdo.

As composigdes farmacéuticas contendo uma combinagdo
de um agonista de receptor B,-adrenérgico e um antagonista
de receptor muscarinico sdo conhecidas na técnica para uso
no tratamento de disfun¢des pulmonares. Por exemplo, a

Patente U. S. de nGmero 6.433.027, emitida em 13 de agosto
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de 2002, divulga composigdes de medicamento contendo um
antagonista de receptor muscarinico, tal como brometo de
tiotrépio e um agonista de receptor p,-adrenérgico, tal
como fumarato de formoterol.

Adicionalmente, os compostos que possuem tanto a
atividade do agonista de receptor B;-adrenérgico quanto a
atividade do antagonista de receptor muscarinico sdo
conhecidos na técnica. Por exemplo, a Patente U. S. de
nimero 7.141.671, emitida em 28 de novembro de 2006,
divulga compostos de bifenila possuindo atividade do
agonista de receptor pB,-adrenérgico e atividade do
antagonista de receptor muscarinico. Os compostos que
possueim ambas as atividades, do agonista de receptor B.-
adrenérgico e do antagonista de receptor muscarinico, s&o
altamente desejaveis uma vez que tais compostos fornecem
broncodilatagdo através de dois modos de agao
independentes, enquanto possuem farmacocinética de molécula
dnica.

Quanto se trata as disfungdes pulmonares, é
particularmente Gtil fornecer agentes terapéuticos que
possuam uma a¢do de longa duragdo, isto é, uma durag¢do de
pelo menos cerca de 24 horas, quando administrados por
inalacdo de forma que os pacientes apenas necessitem
administrar o agente terapéutico uma vez ao dia ou menos.
Nem todos os compostos de agdo dupla divulgados previamente
na técnica possuem esta propriedade desejavel.

Conseqlientemente, existe uma necessidade por novos
compostos que possam ambas as atividades, do agonista de
receptor P,-adrenérgico e do antagonista de receptor

muscarinico, gque possuem uma agdo de longa duragdo quando
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administrados a um paciente por inalagéao.
SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo fornece novos compostos de
dialquilfenil possuindo atividade agonista de receptor B»-
adrenérgico e atividade antagonista de receptor
muscarinico. Entre outras propriedades, descobriu-se que um
composto desta invengdo possui uma agdo de longa duracgao,
isto &, uma duracdo de pelo menos cerca de 24 horas, quando
administrado a um mamifero por inalagdo. Consequentemente,
espera-se que os compostos desta invengdo sejam dUteis e
vantajosos como agentes terapéuticos para tratar disfungdes
pulmonares.

Consequentemente, em um dos aspectos da composigao, a

presente invengdo relaciona-se a um composto de Férmula I:

e
sSSenas:
< 1

onde:
R! & metil ou etil, R? & metil ou etil; ou um sal
farmaceuticamente aceitdveis ou solvato ou estereoisdmero

deste.

Em um aspecto particular desta invengdo, o composto de

férmula I é um composto possuindo a férmula II:

o N/\\/H\N OH
O N/U\O/Q HooR
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R' e R? sd3o conforme definido aqui (incluindo
quaisquer modalidades especificas ou preferidas); ou um sal
farmaceuticamente aceitavel ou solvato deste.

Em outro de seus aspectos de composigdo, esta invengdo
relaciona-se a uma composig¢do farmacéutica compreendendo um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel e um composto de
férmula I.

Se desejado, os compostos da presente invengdao podem
ser administrados em combinagao com outros agentes
terapéuticos, tal como um agente antiinflamatério
esteroidal. Conseqiientemente, em outro de seus aspectos de

composigdo, esta invengdo relaciona-se a uma composigdo

farmacéutica compreendendo (a) um composto de formula I;

(b) um segundo agente terapé&utico. Em ainda um outro de
seus aspectos de composigdo, esta invengdo relaciona-se a
uma composigdo farmacéutica compreendendo (a) um composto
de férmula I; (b) um segundo agente terapéutico; (c) um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Em ainda um outro de seus aspectos de composigao, esta
invengdo relaciona-se a uma combinagdo de agentes
terapéuticos compreendendo (a) um composto de foérmula I;
(b) um segundo agente terapéutico. Em outros aspectos de
sua composigdo, esta inveng¢do relaciona-se a uma combinagdo
de composi¢des farmacéuticas, a combinagdo compreendendo
(a) uma primeira composigdo farmacéutica compreendendo um
composto de férmula I e um primeiro veiculo
farmaceuticamente aceitdvel; e (b) uma segunda composigédo
farmacéutica compreendendo um segundo agente terapéutico e
um segundo veiculo farmaceuticamente aceitavel. Esta

invencdo também se relaciona a um kit contendo tais
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composigdes farmacéuticas.

Os compostos desta invengdo possuem ambas as
atividades, do agonista de receptor f,-adrenérgico e do
antagonista de receptor muscarinico. Consequentemente,
espera-se que os compostos de Férmula I sejam dteis como
agentes terapéuticos para tratar disfun¢des pulmonares, tal
como asma e doenc¢a pulmonar obstrutiva crdnica.

Conseqlientemente, em um dos aspectos do método, esta
invencdo relaciona-se a um método para tratar uma disfungdo
pulmonar, o método compreendendo administrar a um paciente
em necessidade de tratamento uma quantidade
terapeuticamente efetiva de um composto da foérmula I. Esta
“invencdo também se relaciona a um método compreendéndo
administrar a um paciente uma quantidade terapeuticamente
efetiva de um composto de fbérmula I. Adicionalmente, em
outros aspectos do método, esta invengdo relaciona-se a um
método de produgdo de broncodilatagdo em um mamifero, o
método compreendendo administrar a um mamifero uma
quantidade produtora de broncodilatagdo de um composto de
férmula I. Esta invencdo também se relaciona ao método de
antagonizar um receptor muscarinico e agonizar um receptor
B.-adrenérgico em um mamifero, o método compreendendo
administrar ao mamifero um composto de férmula I.

Uma vez que os compostos desta invengdo possuem
atividade agonista de receptor B,-adrenérgico e atividade
antagonista do receptor muscarinico, tais compostos séo
também Gteis como ferramentas de pesquisa.
Consequentemente, em ainda outros aspectos do método, esta
inven¢do relaciona-se a um método de uso de um composto de

férmula I como uma ferramenta da pesquisa,” o método
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compreendendo conduzir um ensaio bioldégico wusando um
composto de fdérmula I.

Os compostos desta invengdo podem também ser usados
para avaliar novos compostos quimicos. Consequientemente, em
outros aspectos do método, esta invengdo relaciona-se a um
método de avaliacdo de um composto de teste em um ensaio
bioldégico, o método compreendendo:

(a) conduzir um ensaio bioldégico com um composto de
teste para fornecer um primeiro valor de ensaio;

(b) conduzir o ensaio biolbégico com um composto de
férmula I para fornecer um segundo valor de ensaio; onde
etapa . (a) é conduzida ou antes, ou apds ou
concomitantemente com a etapa (b); e (c) comparar o
primeiro valor de ensaio da etapa (a) com o segundo valor
de ensaio da etapa (b).

Esta invengdo também se relaciona a processos € novos
intermedidrios fiteis para preparar os compostos de fdrmula
I. Conseqientemente, em outros aspectos dos métodos, esta
invencdo relaciona-se a um processo de preparagdo de um
composto de férmula I, o processo compreendendo desproteger
um composto de férmula 6 (conforme definido aqui) para
fornecer um composto de férmula I.

Em outros aspectos do método, esta invengdo relaciona-
se a um processo de preparagdo de um composto de Fdérmula I,
o processo compreendendo: (a) reagir um composto de férmula
4 com um composto de férmula 5 na presenga de um agente
redutor para fornecer um composto de férmula 6; e (b)
desproteger o composto de férmula 6 para fornecer um
composto de férmula I; onde os compostos 4, 5 e 6 sdo

conforme aqui definido.
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Em uma modalidade particular desta invengdo, oOs
compostos de férmula I sdo preparados por desprotegdo de um
composto de férmula 6, onde o grupo de protegdo de hidroxil
é& um grupo silil. Conseqientemente, em ainda outros
aspectos do método, esta invengdo relaciona-se a um
processo de preparagdo de um composto de Férmula I, o

processo compreendendo desproteger um composto de férmula
(o] ' i:
M \

onde R®*, RP e R® sdo independentemente selecionados a

6a:

partir de alquil de C;.,, fenil, -alquil de Cy-4- (fenil), ou
um entre R'?, R e R & -0-(alquil de C;.4); para fornecer
um composto da foérmula I.

Em outras modalidades, os processos descritos aqui
também compreendem a etapa de formagdo de um sal
farmaceuticamente aceitdvel de um composto de férmula I. Em
outras modalidades, esta invengdo relaciona-se aos outros
processos descritos aqui, e ao produto preparado por
qualquer um dos processos aqui descritos.

Em uma modalidade particular, esta invengdo relaciona-

se a um composto de férmula III:

o]
Ot O
g "
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ou um sal ou estereoisbmero deste, onde Y1 &
selecionado a partir de —CHO, -CN, -CH,CH, -CH (OR3?) OR?®,
C(O)OH, -C(O)OR®*®, bromo e iodo, onde R*® e R¥® sdo
selecionados independentemente a partir de alquil de Ci.e,
ou R¥® e R® sdo unidos a forma alquileno C,.s, R &
selecionado a partir de alquil de Ci6, € R® e R® sdo
conforme definido aqui (incluindo quaisquer modalidades
especificas ou preferidas), estes compostos sdo Gteis como
intermedidrios na preparacdo de compostos de férmula I. Em
uma modalidade particular da f£érmula III, R' e R® séo
metil. Em uma outra modalidade particular da fdérmula III,
y! & -CHO. Em ainda uma outra modalidade particular da
férmula III, R* e R® sdo metil e Y* & -CHO.

Esta invencdo também se relaciona ao uso de um
composto de férmula I para terapia. Adicionalmente, a
invencdo relaciona-se ao uso de um composto de fdérmula I
para a produgdo de um medicamento para o tratamento de uma
disfun¢do pulmonar, e ao uso de um composto de férmula I
como uma ferramenta de pesquisa. Outros aspectos e
modalidades desta invencdo estdo aqui divulgados.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Em um de seus aspectos de composigdo, esta invengao
relaciona-se a novos compostos de férmula I. Os compostos
da férmula I contém um ou mais centros quirais e portanto,
esta invencdo estd direcionada as misturas racémicas;
estereoisdmeros puros (isto é, enancidmeros ou
diasteredmeros); misturas enriquecidas com estereoisdmeroc e
etc., a menos que de outra forma indicado. Quando um
estereoisdmero particular é mostrado ou aqui mencionado,

sera compreendido por aqueles habilitados na técnica, que
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menores quantidades de outros estereoisdmeros podem estar
presentes nas composi¢des desta invengdo a menos que de
outra forma indicado, desde que a utilidade da composigdo
como um todo ndo seja eliminada pela presenga de tais
outros isOmeros.

Particularmente, os compostos de férmula I contém um
centro quiral no atomo de carbono indicado pelo simbolo *

na seguinte férmula parcial:
OH()
/:\N * /JL\

N
H H
ORH

Em uma modalidade particular desta invengdo, o &atomo

H

de carbono identificado pelo simbolo * possui a
configuragdo (R). Nesta modalidade, os compostos de fdérmula
I possuem a configuragdo (R) no A&atomo de carbono
identificado pelo simbolo * ou sdo enriquecidos em uma
forma estereoisdémera possuindo a configuragdo (R) neste
adtomo de carbono.

Os compostos de férmula I também contém varios grupos
basicos (por exemplo, grupos amino) e, portanto, os
compostos de fdérmula I podem existir como base livre ou na
forma de varios sais. Todas as tais formas estdo incluidas
no escopo desta invengdo. Além disso, os solvatos dos
compostos de férmula I ou os sais destes sdo incluidos no
escopo desta invengdo.

Conseqiientemente, aqueles habilitados na técnica irdo
reconhecer que a vreferéncia a um composto aqui, por
exemplo, referéncia a um composto de f6rmula I ou composto
6, inclui referéncia aos sais e estereoisbmeros e solvatos

daquele composto, a menos que outra forma indicado.
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Adicionalmente, conforme aqui usado, as formas no
singular “um”, “uma” e %“o/a” incluem as formas no plural
correspondentes a menos que o contexto de uso dite de outra
forma claramente.

A nomenclatura usada aqui para nomear os compostos
desta invencdo e intermedidrios destes foi de maneira geral
derivada usando-se o software AutoNom comercialmente
disponivel (MDL, San Leandro, California). Tipicamente, os
compostos de férmula I foram nomeados como derivados do
éster piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilico carbémico.

Modalidades Representativas

Os seguintes substituintes e valores sdo objetivados
para fornecerem exemplos representativos de varios aspectos
e modalidades desta invencdo. Estes valores representativos
sdo objetivados para também definir e ilustrar tais
aspectos e modalidades e ndo sdo objetivados para excluir
outras modalidades ou para limitar o escopo desta invencgdo.
Com relacdo a isto, a representagdo que um valor ou
substituinte particular é preferida, ndo pretende de
gualquer forma excluir outros valores ou substituintes
desta invenc¢do a menos que especificamente indicado.

Em uma modalidade, R® & metil e R? & metil.

Em uma outra modalidade, R! & etil e R® & etil.

Em uma outra modalidade, R' é metil e R? é etil.

Em uma outra modalidade, R é etil e R® & metil.

Assim, em um dos aspectos da composigdo, a presente
invencdo relaciona-se a compostos de Férmula I selecionados
a partir de:

éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -

2-hidroxietilamino]metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil) etil]
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piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarb@mico (composto
ITa);

éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -
2-hidroxietilamino] metil}-2,5-dietilfenilcarbamoil) etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbamico (composto
IIb);

éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -
2-hidroxietil]amino]lmetil} -2-metil-5-etilfenilcarbamoil)
etil]piperidin-4-ilico do acido bifenil-2-ilcarbamico
(composto IIc);

éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -
2-hidroxietilamino]metil} -2-etil-5-metilfenilcarbamoil)
etil]piperidin-4-ilico do acido bifenil-2-ilcarbamico
(composto IIA4);

ou um sal farmaceuticamente aceitdvel deste.

Definigdes

Quando se descreve os compostos, composigdes, métodos
e processos desta invengdo, os seguintes termos possuem OS
significados a seguir, a menos que de outra forma indicado.

O termo “alquil” significa um grupo hidrocarboneto
saturado monovalente que pode ser linear ou ramificado. A
menos que de outra forma definido, tais grupos alquil
contém tipicamente de 1 a 10 &tomos de carbono. Grupos
alquil representativos incluem, por meio de exemplo, metil,
etil, n-propil, isopropil, n-butil, sec-butil, isobutil,
terc-butil, n-pentil, n-hexil, n-heptil, n-octil, n-nonil,
n-decil e etc.

Quando um nimero especifico de &atomos de carbono é
objetivado para um termo particular aqui usado, o namero de

atomos de carbono & mostrado depois do termo. Por exemplo,
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o termo “alquil de C;-3” significa um grupo alquil possuindo
de 1 a 3 a4tomos de carbono onde os atomos de carbono estao
em qualquer configuragdo aceitdvel quimicamente.

O termo “alquileno” significa um grupo hidrocarboneto
saturado divalente que pode ser linear ou ramificado. A
menos que de outra forma definido, tais grupos alquileno
contém tipicamente de 1 a 10 &tomos de carbono. Grupos
alquileno representativos incluem, por meio de exemplo,
metileno, etano-1,2-diil (*etileno”), propano-1,2-diil,
propano-1,3-diil, butano-1,4-diil, pentano-1,5-diil e etc.

O termo “grupo de protegdo de amino” significa um
grupo de prote¢éo adequado para impedir reag¢des indesejadas
em um grupo amino. Grupos de protegdo de amino
representativos incluem, mas ndo estdo limitados a, terc-
butoxicarbonil (BOC), tritil (Tr), benziloxicarbonil (Cbz),
9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) , benzil, formil,
trimetilsilil (TMS), terc-butildimetilsilil (TBS), e etc.

O termo “grupo de protegdo de carboxi” significa um
grupo de protegdo adequado para impedir reagdes indesejadas
em um grupo carboxi. Grupos de protegdo de carboxi
representativos incluem, mas ndo estdo 1limitados a,
ésterés, tais como metil, etil, terc-butil, benzil (Bn), p-
metoxibenzil (PMB), 9-flurocenilmetil (Fm), trimetilsilil
(T™MS) , terc-butildimetilsilil (TBS) , difenilmetil
(benzidril, DPM, e etc.

O termo “composto da invengdo” ou “composto da férmula
I” ou “composto da férmula II” conforme usado aqui
significa of(s) composto(s) especifico(s) ou sal
farmaceuticamente aceitdvel ou solvato ou estereoisdmero

deste, a menos que de outra forma indicado.
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O termo “halo” significa fluoro, cloro, bromo ou iodo.

O termo “grupo de protegdo de hidroxil” significa um
grupo de protegdo adequado para impedir reagdes indesejadas
em um grupo hidroxil. Grupos de protegdo de hidroxil
representativos incluem, mas ndo estdo limitados a, grupos
silil incluindo grupos trialquilsilil de C;.¢, tais como
trimetilsilil (T™MS) , trietilsilil (TES) , terc-
butildimetilsilil (TBS) e etc.; ésteres (grupos acil)
incluindo grupos alcanoil de C;.¢, tais como formil, acetil
e etc.; grupos arilmetil, tais como benzil (Bn), p-
metoxibenzil (PMB), 9-fluorenilmetil (Fm), difenilmetil

(benzidril, DPM) e etc. Adicionalmente, dois grupos

" hidroxil podem também ser protegidos como um Jgrupo

alquilideno, tal como prop-2-ilidino, formado, por exemplo,
pela reagdo com uma cetona, tal como acetona.

O termo “grupo de saida” significa um grupo funcional
ou &tomo que pode ser deslocado por um oOutro Jgrupo
funcional ou &atomo em uma reagdo de substituigdo, tal como
uma reacdo de substituig¢do nucleofilica. Por meio de
exemplo, grupos de saida representativos incluem, mas nao
estdo limitados a, grupos cloro, bromo e iodo; grupos éster
sulfdénico, tais como mesilato, tosilato, brosilato,
nosilato, e etc; e grupos aciloxi, tais como acetoxi,
trifluorocacetoxi e etc.

O termo “didmetro de massa mediana” ou “MMD” quando
usado para se referir a particulas significa o didmetro de
forma que metade da massa das particulas esta contida nas
particulas com didmetro maior e metade esta contida nas
particulas com didmetro menor.

O termo “micronizado” ou “na forma micronizada”
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significa particulas em que pelo menos cerca de 90% das
particulas possuem um didmetro de menos de cerca de 10 um a
menos que de outra forma indicado.

O termo “ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou
solvato ou estereoisdmeros destes”, conforme aqui usado, é
objetivado para incluir todas as permutagdes de sais,
solvatos e estereoisdmeros, tal como um solvato de um sal
farmaceuticamente aceitdvel de um estereoisbmero de um
composto de férmula I.

O termo “sal farmaceuticamente aceitavel” significa um
sal que é aceitavel para a administragdo a um paciente, tal
como um mamifero (por exemplo, sais que oferecem seguranga
para o mamifero para um dado regime de dosagem). Sais
farmaceuticamente aceitdveis representativos incluem sais
de &cido acético, ascérbico, benzenossulfédnico, benzdico,
canfossulfdénico, citrico, etanossulfdnico, edisilico,
fumdrico, gentisico, glucdnico, glucordnico, glutdmico,
hiptirico, hidrobrémico, hidroclérico, isetidnico, 1lactico,
lactobidnico, maléico, malico, mandélico, metanossulfdnico,
miacico, naftalenossulfdénico, naftaleno—l,5—dissu1f6nico,
naftaleno-2, 6-dissulfénico, nicotinico, nitrico, ordtico,
pamdico, pantoténico, fosfbérico, succinico, sulfarico,
tartdrico, p-toluenossulfdnico, xinafbico e etc.

O termo ‘“derivados protegidos deste” significa um
derivado do composto especifico em que um ou mais grupos
funcionais do composto sdo protegidos bloqueados de reagdes
ndo desejadas gque ocorrem com um grupo protetor ou de
bloqueio. Grupos funcionais que podem ser protegidos
incluem, por meio de exemplo, grupos carboxi, grupos amino,

grupo hidroxil, grupos tiol, grupo carbonil e etc. Grupos
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de protegio adequados para tais grupos funcionais sdo bem
conhecidos daqueles habilitados na técnica, conforme
exemplificado pelos ensinamentos em T. W. Greene e G. M.
Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis, 3* edigdo,
Wiley, New York, 1999, e referéncias citadas nesta.

O termo “sal deste” significa um composto formado
quando o hidrogénio de um &cido é substituido por um
cation, tal como um cation metdlico ou um cation orgénico e
etc. Na presente invengdo, o cation tipicamente compreende
uma forma protonada de um composto de férmula I, isto €,
onde um ou mais grupos amino foram protonados por um &cido.
.Preferivelmente, o sal é um sal farmaceuticamente
aceitavel, embora isto ndo seja exigido para os sais de
compostos intermedidrios que ndo sdo objetivados para
administrag¢do a um paciente.

O termo “solvato” significa um complexo ou agregado
formado por uma ou mais moléculas de um soluto, isto é, um
composto da Férmula I ou um sal farmaceuticamente aceitavel
deste, e uma ou mais moléculas de um solvente. Tais
solvatos sdo tipicamente sélidos cristalinos possuindo uma
proporcido molar substancialmente fixa de soluto e solvente.
Solventes representativos incluem por meio de exemplo,
dgua, metanol, etanol, isopropanol, &cido acético, e etc.
Quando o solvente é &gua, o solvato formado & um hidrato.

o) termo “quantidade terapeuticamente efetiva”
significa uma quantidade suficiente para efetuar o
tratamento quando administrada a um paciente em necessidade
de tratamento.

O termo “tratar” ou “tratamento” conforme usado aqui

significa tratar ou o tratamento de uma doenga ou condigdo
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médica (tal como COPD ou asma) em um paciente, tal como um
mamifero (particularmente um humano) que inclui:

(a) impedir que a doenga ou condigdo médica ocorra,
isto &, tratamento profildtico de um paciente;

(b) melhorar a doenga ou condigdo médica, isto €,
eliminar ou causar a regressdo da doenga ou condigdo médica
em um paciente;

(c) suprimir a doenga ou condigdo médica, isto §&,
retardar ou interromper o desenvolvimento da doenga ou
condi¢do médica em um paciente; ou

(d) aliviar os sintomas da doenga ou condigdo médica
em um paciente.

Todos os outros termos aqui usados sdo objetivados
para terem seu significado usual conforme compreendido por
aqueles habilitados na técnica a qual eles pertencem.

PROCEDIMENTOS SINTETICOS GERAIS

Os compostos desta invengdo podem ser preparados a
partir de materiais iniciais facilmente disponiveis usando-
se os seguintes métodos e procedimentos gerais ou-
utilizando-se outra informacéo facilmente disponivel ou
conhecidos por aqueles habilitados na técnica. Embora os
seguintes procedimentos possam ilustrar uma modalidade
particular ou aspecto da presente invengdo, aqueles
habilitados na técnica irdo reconhecer que outras
modalidades ou aspectos da presente invengdo podem ser
preparados usando-se os mesmo métodos ou métodos similares
ou utilizando-se outros métodos, reagentes e materiais
iniciais conhecidos daqueles habilitados na técnica. Sera
também avaliado que onde sdo fornecidas condigdes de

processo tipicas ou preferidas (isto €&, temperaturas de
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reagao, tempos, proporgdes molares dos reagentes,
solventes, pressdes, etc.), outras condigdes de processo
também podem ser usadas a menos gque de outra forma
declarado. Embora as condi¢des de reagdo ideais irdo
tipicamente variar dependendo dos vVvArios parametros de
reacdo tais como os reagentes, solventes e quantidades
usadas, aqueles habilitados na técnica podem determinar
facilmente as condi¢des de reagdo adequadas usando-se
procedimentos de otimizagdo de rotina.

Adicionalmente, como serd aparente aqueles habilitados
na técnica, os grupos de protegdo convencionais podem ser
necessarios ou desejados para impedir que certos grupos
funcionais passem por rea¢des indesejadas. A escolha de um
grupo de protegdo adequado para um grupo funcional
particular, assim como as condigdes e reagentes adequados
para a protegcdo e desprotegdo de tais grupos funcionais,
sio bem conhecidos na técnica. Grupos de protegdo que ndo
aqueles ilustrados nos procedimentos aqui descritos podem
ser usados, se desejado.

Em uma modalidade, os compostos de férmula I sao

sintetizados conforme ilustrado no Esquema I:
1

iﬁ“*@iw
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onde P! é um grupo de protecdo de hidroxil, e R** e R
sdo selecionados independentemente de alquil de C;.s, oOu R"
e R’® s3o unidos para formar alquileno de C:.6.

Conforme mostrado no Esquema I, o composto 1 pode ser
reagido com cerca de 0,95 a cerca de 1,05 equivalente molar
do composto 2 para fornecer o composto 3. Esta reagdo de

Michael é tipicamente conduzida a uma temperatura variando

de cerca de 0°C a cerca de 15°C, tipicamente cerca de 40°C

a cerca de 45°C, por cerca de 8 horas a cerca de 24 horas
ou até que a reagdo esteja substancialmente completa.
Geralmente, esta reagdo ¢é conduzida em um diluente
adequado, tal como diclorometano ou misturas de
diclorometano e metanol ou etanol, e etc. Sob finalizagdo
da reagdo, o produto é tipicamente isolado wusando-se
procedimentos convencionais, tal como extracao,
recristalizacdo, cromatografia e etc. Alternativamente, a
mistura reacional contendo o composto 3 pode ser usada na
préxima etapa da sintese.

O composto 3 €& entdo reagido com &acido aquoso para
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hidrolisar o grupo acetal e fornecer o composto aldeido 4.
Qualquer &cido adequado pode ser empregado nesta reagéo
incluindo, por meio de exemplo, &acido hidroclérico, &cido
sulfarico, acido metanossulfdénico, acido pP-
toluenossulfénico e etc. A reagdo de hidrdlise &
tipicamente conduzida a uma temperatura variando de cerca
de 0°C a cerca de 30°C, tipicamente de cerca de 20°C a
cerca de 25°C, por cerca de 1 hora a cerca de 6 horas, ou
até que a reagdo esteja substancialmente completa.
Geralmente, esta reag¢do é conduzida em um diluente
adequado, tal como metanol etanol, isopropanol,
diclorometano/etanol, acetonitrila e etc. Sob finalizagdo
da reagdo, o produto é tipicamente isolado usando-se
procedimencos CONVEeNC1oidals, tal’ “COmo EALILagao,
recristalizagdo, cromatografia e etc.

o) cbmposto 4 é entdo reagido com cerca de 0,95 a cerca
de 1,5 equivalente molar do composto 5 na presenga de um
agente redutor para fornecer o composto 6. Qualquer agente
redutor adequado pode ser usado nesta reagdo incluindo, por
meio de ilustrac¢do, um reagente de hidreto metélico, tal
como borohidreto de sédio, triacetoxiborohidreto de sddio,
cianoborohidreto de s6dio e etc., ou hidrogénio e um
catalisador metélico, tal como palddio em carbono, e etc.
Esta reagdo de"élquilacio‘redutivé é tipicamente conduzida
a uma temperatura variando de cerca de -20°C a cerca de
30°C, tipicamente de cerca de 0°C a cerca de 5°C, por cerca
de 1 hora a cerca de 6 horas, ou até que a reagdo esteja
substancialmeﬁte” Completa. Geralmente, esta rea¢éo é

conduzida em um diluente adequado e um solvente prdético,

tal como dicloroetano e metanol, e etc. Sob finalizagdo da
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reagdo, o produto é tipicamente isolado . usando-se
procedimentos convencionais, - tal como extracao,
recristalizacdo, cromatografia e etc.

O composto 6 é entdo desprotegido para fornecer um
composto de férmula I. As condigdes particglares usadas
para desproteger o composto 6 dependeréo do grupo de
protegdo empregado. Por exemplo, quando P! & um grupo de

protegio de silil (isto €&, um composto de férmula 6a

conforme aqui definido), tal como terc-butildimetilsilil,
terc-butildifenilsilil, difenilmetilsilil, di-terc-
buyillmetilsilil, terc-butoxidifenilsilil e etc., esta

reacdo de desprotegdo é tipicamente conduzida contatando-se
o composto 6a com uma fonte"de’ ion fluoreto. Em uma
modalidade particular, a fonte de ion fluoreto &
trihidrofluoreto de trietilamina. Outras fontes adequadas
de ion fluoreto incluem fluoreto de tetrabutilamdnio,
fluoreto de potéassio com 18-coroa-6, fluoreto de
hidrogénio, hidrofluoreto de piridina, e etc. Esta reagdo é
tipicamente conduzida a uma temperatura variando de cerca
de 0°C a cerca de 50°C, tipicamente de cerca de 10°C a
cerca de 25°C, por cerca de 24 a cerca de 72 horas, ou até
que a reagdo esteja substancialmente completa. Geralmente,
esta reacdo é conduzida em um diluente adequado, tal como
dicloroetano e etc. Sob finalizagdo da reagdo, o produto é
tipicamente isolado usando-se procedimentos convencionais,
tal como extracdo, recristalizagdo, cromatografia e etc.

O composto 1 é conhecido na técnica ou pode ser
preparado a partir de materiais iniciais e reagentes
comercialmente disponiveis usando-se . procedimentos

conhecidos. Veja, por exemplo, a Publicagdo do Pedido de
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Patente U. S. de niGmero 2004/0167167, Al e R. Naito e
outros, Chem. Pharm. Bull, 46(8) 1286-1294 (1998). Por meio
de exemplo, o composto 1 pode ser preparado conforme

ilustrado no Esquema II:

Esquema II

O JL/O
J Qa e

2

—_— 1
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Conforme mostrado no Esquema II, bifenil-2-isocianato
7 & reagido com 4-hidroxipiperidina N-protegida 8, onde p?
& um grupo de protegdo de amino tal como benzil, -para
fornecer o intermediario carbamato 9. Esta reagdo é
tipicamente conduzida a uma temperatura variando de cerca
de 20°C a cerca de 100°C, tipicamente de cerca de 60°C a
cerca de 80°C, por cerca de 6 a cerca de 24 horas ou até
que a reagdo esteja substancialmente completa. Se desejado,
esta reacdo pode ser conduzida em um diluente adequado, tal
como diclorometano, tolueno e etc. Alternativamente, esta
reacdo pode ser conduzida na auséncia de um diluente. Sob
finalizacdo da reagdo, o produto 9 é tipicamente isolado
usando-se procedimentos convencionais, tal como extracgao,
recristalizacdo, cromatografia e etc. Alternativamente, a
mistura reacional contendo o composto 9 & usada diretamente
na prdéxima etapa da sintese.

O grupo de protegdo de amino, P2, é entdo removido do
composto 9 usando-se procedimentos convencionais para

fornecer o composto 1. Por exemplo, quando P> & um grupo

benzil, o composto 9 pode ser desprotegido usando-se
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hidrogénio ou formato de amdénio, na presenga de um
catalisador, tal como um catalisador de paladio.
Catalisadores representativos incluem, por meio de
ilustracdo, palddio em carbono, hidréxido de paladio em
carbono e etc. Esta reagdo é tipicamente conduzida a uma
temperatura variando de cerca de 20°C a cerca de 50°C,
tipicamente de cerca de 40°C, por cerca de 6 horas a cerca
de 24 horas, ou até que a reagdo esteja substancialmente
completa. Geralmente, esta reagdo ¢é conduzida em um
diluente adequado, tal como metanol, etanol, isopropanol e
etc. Sob finalizacdo da reagdo, o composto 1 é tipicamente
isolado usando-se procedimentos convencionais, tal como
extracdo, recristalizag¢do, cromatografia e etc.

Compostos de férmula 2 sdo conhecidos na técnica ou
podem ser preparados a partir de materiais iniciais e
reagentes comercialmente disponiveis usando-se
procedimentos conhecidos. Por meio de ilustragdo, os
compostos de férmula 2 podem ser preparados conforme

mostrado no Esquema III:

Esquema III

RZ
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R
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Conforme mostrado no Esquema III, um composto de

anilina de férmula 10, onde X' é bromo ou iodo, &
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primeiramente protegido no grupo amino para fornecer um
composto de férmula 11, onde P** & um grupo de protegdo de
amino e P® & hidrogénio ou um grupo de protegdo de amino.
Qualquer grupo de protegdo de amino pode ser usado, tal
como benzil, 4-metoxibenzil, trifluorocacetil e etc. Por
exemplo, um composto de férmula 10 pode ser reagido com
cerca de 2 ou mais equivalentes molares, preferivelmente
cerca de 2,5 a cerca de 3,0 equivalentes molares, de um
haleto de benzila, tal como cloreto, brometo ou iodeto de
penzila, para fornecer o composto 11, onde P** e P*® s&o
ambos benzil. Esta reagdo & tipicamente conduzida a uma
temperatura variando de cerca de 0°C a cerca de 50°C,
tipicamente de cerca de 30°C, por cerca de 18 horas a cerca
de 24 horas, ou até que a reagdo esteja substancialmente

completa. Geralmente, esta reagdo & conduzida em um

diluente adequado, tal como metanol, etanol, isopropanol e

.etc. Tipicamente, esta reacdo é também conduzida na

presenga de uma base adequada, tal como carbonato de
potdssio, carbonato de sbédio e etc. Sob finalizagdo da
reacdo, o composto 11 é tipicamente isolado usando-se
procedimentos convencionais, tal como extragao,
recristaliza¢do, cromatografia e etc.

Compostos representativos da férmula 10 que podem ser
empregados nesta reagdo incluem 2,5-dimetil-4-iodoanilina,
2,5-dietil-4-iodoanilina, 2-etil-4-iodo-5-metilanilina, 5-
etil-4-iodo-2-metilanilina, 4-bromo-2,5-dimetilanilina, 4-
bromo-2,5-dietilanilina, 4-bromo-2-etil-5-metilanilina, 4-
bromo-5-etil-2-metilanilina e etc. Tais compostos estado
comercialmente disponiveis (por exemplo, a partir de

Spectra Group Limited, Inc., Millbury, OH) ou podem ser
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preparados a partir de materiais iniciais e reagentes
comercialmente disponiveis usando-se procedimentos
convencionais.

O composto 11 é entdo contatado com cerca de 1 a cerca
de 2 equivalentes molares de um reagente de alquil 1litio,
tal como n-butil-litio ou terc-butil-litio, para formar o
dnion correspondente em que © Jgrupo X! foi trocado por
litio. Esta reagdo é tipicamente conduzida a uma
temperatura variando de cerca de -70°C a cerca de 0°C,
tipicamente de cerca de -20°C, por cerca de 0,25 hora a
cerca de 1 hora, ou até que a 7reagdo esteja
substancialmente completa. Geralmente, esta reagdo &
conduzida em um diluente adequado, tal como tolueno,
xileno, tetrahidrofurano e etc.

O Aanion de 1litio resultante n3o estd isolado, mas €
reagido in situ com um excesso molar de N, N-
dimetilformamida para fornecer o composto 1l2. Geralmente,
cerca de 2 a cerca de 4 equivalentes molares de N,N-
dimetilformamida s3o usados. Esta reagdo €& tipicamente
conduzida a uma temperatura variando de cerca de -70°C a
cerca de 0°C, tipicamente de cerca de -20°C a cerca de 0°C,
por cerca de 0,5 a cerca de 2 horas, ou até que a reagao
esteja substancialmente completa. Sob finalizagdo da
reagdo, o composto 12 ¢é tipicamente isolado usando-se
procedimentos convencionais, tal como extracao,
recristalizag¢do, cromatografia e etc.

O grupo aldeido do composto 12, é entdo protegido como
um acetal reagindo-se composto 12 com um &lcool ou um diol
na presenga de um catalisador acido. Qualquer alcool ou

diol adequado pode ser usado nesta reagdo. Por exemplo,
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dlcoois e dibéis representativos incluem metanol, etanol, n-
propanol, etileno glicol, propileno glicol, e etc.
Geralmente, um excesso molar do &lcool ou diol é empregado
nesta reacdo, preferivelmente cerca de 2 a cerca de 4
equivalentes molares.

Qualquer catalisador A&cido adequado pode ser usado
nesta reacdo para facilitar a formagdo do acetal.
Catalisadores &cidos representativos incluem, por meio de
exemplo, acido p-toluenossulfdnico, acido
benzenossulfénico, &cido hidrocldérico e etc.

A reagdo é tipicamente conduzida a uma temperatura
variando de cerca de 50°C a cerca de 100°C, tipicamente de
cerca de 60°C a cerca de 80°C, por cerca de 12 a cerca de
24 horas, ou até que a reagdo esteja substancialmente
completa. Geralmente, esta reagdo €& conduzida em um
diluente adequado, tal como tolueno, xileno e etc.
Tipicamente, a reagdo é conduzida de uma maneira que
permita que a &gua produzida seja removida, tal como por
destilagdo azeotrdpica ou pelo uso de peneiras moleculares.
Sob finalizacdo da reagdo, o composto 13 €& tipicamente
isolado wusando-se procedimentos convencionais, tal como
extragao, recristalizagao, cromatografia e etc.
Alternativamente, a mistura reacional contendo o composto
13 pode ser usada diretamente na prdéxima etapa da sintese.

Apbés a formagdo do acetal, o grupo amino do composto
13 é desprotegido usando-se reagentes e condigdes padrdes
para formar o composto 14. Por exemplo, se P** e P*® sdo
grupos benzil, o composto 13 pode ser desprotegido usando-
se hidrogénio e um catalisador, tal como um catalisador de

paladio. Catalisadores representativos incluem, poxr meio de
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exemplo, palddio em carbono, hidrdéxido de paladdio em
carbono e etc. Esta reagdo é tipicamente conduzida a uma
temperatura variando de cerca de 20°C a cerca de 50°C,
tipicamente de cerca de 25°C a cerca de 30°C, por cerca de
4 a cerca de 12 horas, ou até que a reagdo esteja
substancialmente completa. Geralmente, esta reagdo &
conduzida em um diluente adequado, tal como metanol etanol,
misturas de etanol/acetato de etila e etc. Sob finalizagédo
da reacgdo, o composto 14 é tipicamente isolado usando-se
procedimentos convencionais, tal como extragao,
recristalizagdo, cromatografia e etc.

O composto 14 é entdo reagido com haleto de acriloila
15, onde X° & cloro, bromo ou iodo, para tormar O COMPOSTO
2. Esta reacd3o é tipicamente conduzida a uma temperatura
variando de cerca de -20°C a cerca de 25°C, tipicamente de
cerca de 0°C a cerca de 5°C, por cerca de 0,5 a cerca de 6
horas, ou até que a reagdo esteja substancialmente
completa. Geralmente, esta reagdo & conduzida em um
diluente adequado, tal como diclorometano e etc., na
presenga de um a base adequada, tal como
diisopropiletilamina, trietilamina e etc. Geralmente, de
cerca de 1 a cerca de 1,2 equivalente molar do haleto de
acriloila e cerca de 1 a cerca de 2 -equivalente(s)
molar (es) da base é&/sdo usado(s) nesta reagdo. Sob
finalizagcdo da reagdo, o composto 2 & tipicamente isolado
usando-se procedimentos convencionais, tal comé extragdo,
recristalizagdo, cromatografia e etc.

Compostos de férmula 5 sdo conhecidos na técnica ou
podem ser preparados a partir de materiais iniciais e

reagentes comercialmente disponiveis usando-se
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procedimentos conhecidos. Por meio de ilustragdo, os
compostos de férmula 5 podem ser preparados conforme

mostrado no Esquema IV:

Esquema IV
4 op!
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Conforme ilustrado no Esquema IV, os compostos de
férmula 5 podem ser preparados a partir dos compostos de
férmula 16, onde P* & um grupo de protegdo de hidroxil, tal
como benzil, e X® & um grupo de saida, tal como cloro,
bromo ou iodo. Compostos de férmula 16 sdo conhecidos na
técnica. Por exemplo, Patente U. S. de ntmero 6.268.533 Bl,
emitida em 31 de julho de 2001; e R. Hett e outros, Organic
Process Research & Development 1998, 2, 96-99; descrevem a
preparagao de N-[2-benziloxi-5-((R)-2-bromo-1-
hidroxietil) fenil] formamida (isto &, o enancidmero (R) do
composto 16, onde P* & benzil e X’ é bromo) comegando de 2-
bromo-4’-benziloxi-3’-nitroacetofenona, a sintese da qual
estd descrita em K. Murase e outros, Chem. Pharm. Bull,
25(6) 1368-1377 (1977). Se desejado, a forma racémica do
composto 16 pode ser preparada usando-se um agente redutor
nido quiral, tal como o complexo borano-dimetilsulfeto, para
reduzir a 2-bromo-4’'-benziloxi-3’'-nitroacetofenona.

P

O grupo hidroxil do composto 16 & protegido usando-se
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procedimentos convencionais e reagentes para fornecer o
composto 17, onde P' & um grupo de protegdo de hidroxil. Em

uma modalidade particular, o grupo de protegdo de hidroxil

é um grupo de protegao de silil, tal como
dimetilisopropilsilil, dietilisopropilsilil,
dimetilhexilsilil, terc-butildimetilsilil, terc-

butildifenilsilil, difenilmetilsilil e etc. Por exemplo, o
composto 16 pode ser reagido com cerca de 0,95 a cerca de
1,2 equivalente molar de cloreto de terc-butildimetilsilila
na presenga de cerca de 1,1 a cerca de 1,3 equivalente
molar de imidazol para fornecer o composto 17, onde pt é
terc-butildimetilsilil. Esta reagdo é tipicamente
conduzida a uma temperatura variando de cerca de U-C a
cerca de 50°C, tipicamente & temperatura ambiente, por
cerca de 24 horas a cerca de 48 horas, ou até que a reagao
esteja substancialmente completa. Geralmente, esta reacdo é
conduzida em um diluente adequado, tal como N, N-
dimetilformamida e etc. Sob finalizagdo da reacéd, o
composto 17 é tipicamente isolado usando-se procedimentos
convencionais, tal como extragdo, cromatografia e etc. Por
meio de ilustrac¢do adicional, a sintese de N-{2-benziloxi-
5-[(R) -2-bromo-1- (terc-butildimetilsilaniloxi)

etil] fenil}formamida estd descrita na Publicagdo da Patente
U. S. de nimero 2004/0248985 Al, publicada em 9 de dezembro
de 2004.

O composto 17 é entdo reagido com uma benzilamina
(isto &, Bnl-NH,) para fornecer o composto 18, onde Bn' é um
grupo benzil ndo substituido ou um grupo benzil substituido
possuindo de 1 a 3 substituintes no anel fenil no grupo

benzil independentemente selecionado de alquil de C;., ou
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alcoxi de Ci.q. Benzilaminas representativas incluem,
benzilamina, 3,4-dimetoxibenzilamina, 4-metoxibenzilamina,
4-metilbenzilamina e etc. Esta reagdo €& tipicamente
conduzida contatando-se o composto 17 com cerca de 2 a
cerca de 4 equivalentes molares da benzilamina a uma
temperatura variando de cerca de 40°C a cerca de 100°C,
tipicamente de cerca de 80°C a cerca de 90°C, por cerca de
5 a cerca de 24 horas ou até que a reagdo esteja
substancialmente completa. Geralmente, esta reagdo &
conduzida em um diluente adequado, tal como N-metil-2-
pirrolidona (NMP) e etc. Sob finalizagdo da reagdo, o
composto 18 é tipicamente isolado usando-se procedimentos
convencionais, tal como extragao, cromatografia,
recristalizagdo e etc.

A remocdo do grupo benzil, Bn' e P* usando-se
procedimentos e reagentes convencionais fornece entdo o
composto 5. Em uma modalidade, tanto Bn' quanto P* sdo
grupos benzil que sdo removidos na mesma mistura reacional.
Tipicamente, esta reagdo ¢é conduzida contatando-se o
composto 5 com hidrogénio na presenga de um catalisador,
tal como um catalisador de paladio. Catalisadores
representativos incluem hidréxido de paladdio em carbono,
palddio em carbono e etc. Geralmente, esta reagdo de
desbenzilagdo é conduzida na presenga de um acido, tal como
Acido acético, 4acido férmico e etc. Esta reagdo €
tipicamente conduzida a uma temperatura variando de cerca
de 10°C a cerca de 50°C, tipicamente a temperatura
ambiente, por cerca de 6 horas a cerca de 24 horas, ou até
gque a reagdo esteja substancialmente completa. Geralmente,

esta reacdo é conduzida em um diluente adequado, tal como
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metanol, etanol e etc. Sob finalizagdo da reagao, O
composto 5 é tipicamente isolado usando-se procedimentos
convencionais, tal como extragdo, cromatografia e etc. Em
uma modalidade particular, o composto 5 €& isolado como o
sal do acido acético.

Aqueles habilitados na técnica irdo reconhecer que oOs
compostos da férmula I podem também ser preparados por
outros procedimentos sintéticos. Por exemplo, a ordem
particular na qual as etapas sintéticas sdo conduzidas pode
ser mudada ou intermedidrios diferentes podem ser
empregados. Por meio de ilustragdo, compostos de fdérmula

ITTI:
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onde Y!' & -CN, -C(O)OH ou -C(0)OR’® podem ser reduzidos
usando-se procedimentos e reagentes convencionais para
fornecer o aldeido 4 (isto &, onde Y' & -CHO).
Adicionalmente, tais compostos podem ser reduzidos ao
4lcool, isto &, onde Y> & -CH,0H, e o alcool pode entdo ser
oxidado usando-se os procedimentos e reagentes padrdes para
fornecer o aldeido 4 (isto &, onde Y' é -CHO).

Se desejado, os sais farmaceuticamente aceitaveis dos
compostos de férmula I podem ser preparados contatando-se a
forma de base livre de um composto de fdérmula I com um
dcido farmaceuticamente aceitéavel.

Detalhes adicionais relacionados as condigdes de

reacio especificas e outros procedimentos para preparagao
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dos = compostos representativos desta invengado ou
intermediarios destes estdo descritos nos Exemplos expostos
abaixo.
Composigdes, Combina¢des e Formulagdes Farmacéuticas

Os compostos desta invengado sdo tipicamente
administrados a um paciente na forma de uma composigao ou
formulacio farmacéutica. Tais composig¢des farmacéuticas
podem ser administradas ao paciente por qualquer rota de
administracdo aceitdvel incluindo, mas ndo limitada a,
modos de administra¢do por inalag¢do, oral, nasal, topica
(incluindo transdermal) e parenteral. Serd compreendido que
qualquer forma de um composto desta invengdo, (isto é, base
livre, sai‘farmaceuficamente aceitavel, solvato, etc.) dque
seja adequado para um modo particular de administragao,

pode ser usado nas composigdes farmacéuticas discutidas

aqui.

Consequentemente, em um de seus aspectos das
composig¢des, esta invengdo relaciona-se a uma composigdo
farmacéutica compreendendo um veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel e um composto de férmula I.

Opcionalmente, tais composig¢des farmac@uticas podem conter

outros agentes terapéuticos e/ou de formulagdo, se
desejado.
As composigdes farmacéuticas desta invencdo

tipicamente contém uma quantidade terapeuticamente efetiva
de um composto de férmula I. Aqueles habilitados na técnica
irdo reconhecer, entretanto, que uma composigdo
farmacéutica pode conter mais de uma  quantidade
terapeuticamente efetiva, isto &, composigdes volumosas, ou

menos de uma gquantidade terapeuticamente efetiva, isto €&,
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doses unitdrias individuais projetadas para administragdo
mGltipla para alcangar uma gquantidade terapeuticamente
efetiva.

Tipicamente, tais composi¢des farmacéuticas irdo
conter de cerca de 0,01 a cerca de 95% em peso do agente
terapéutico; incluindo, de cerca de 0,01l a cerca de 30% em
peso; tal como de cerca de 0,01 a cerca de 10% em peso do
agente terapéutico.

Qualgquer veiculo ou excipiente convencional pode ser
usado nas composi¢des farmacéuticas desta invengdao. A
escolha de um veiculo ou excipiente particular, ou
combina¢des de veiculos ou excipientes, ira depender do
modo de administracio que estd sendo usado para tratar um
paciente particular ou tipo de condigdo médica ou estado da
doenca. Sob este aspecto, a preparagdo de uma composigdo
farmacéutica adequada para um modo particular de
administracdo estid bem inserida no escopo daqueles
habilitados na técnica farmacéutica.

Os veiculos ou excipientes usados nas composigdes
farmacéuticas desta invengdo estdo comercialmente
disponiveis. Por exemplo, tais materiais podem ser
adquiridos de Sigma (St. Louis, MO). Por meio de ilustragéo
adicional, as técnicas de formulagdo convencionais sdao bem
conhecidas daqueles habilitados na técnica conforme
exemplificado pelos ensinamentos em Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 20° edigdo, Lippincott Williams &
White, Baltimore, Maryland (2000); e H.C. Ansel e outros,
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 7°
edicdo, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland

(1999) .
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Exemplos representativos de materiais que podem servir
como veiculos farmaceuticamente aceitdveis incluem, mas ndo
estdo limitados aos seguintes: (1) aglGcares, tais como
lactose, glicose e sacarose; (2) amidos, tais como amido de
milho e amido de batata; (3) celulose, e seus derivados,
tais com carboximetil celulose de sédio, etil celulose e
acetato de celulose; (4) tragacanto em pd; (5) malte; (6)
gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tais como manteiga de
cacau e ceras para supositérios; (9) Oleos, tais como &leo
de amendoim, &leo de semente de algoddo, &leo de acafrao,
6leo de gergelim, 6leo de oliva, Oleoc de milho e Oleo de
soja; (10) glicéis, tal como propileno glicol; (11)
polibis, tais como glicerina, sorpbitol, manitol e
polietileno glicol; (12) ésteres, tais como oleato de etila
e laurato de etila; (13) Agar; (14) agentes de

tamponamento, tais como hidréxido de magnésio e hidréxido

de aluminio; (15) 4&cido alginico; (16) &gua 1livre de
pirégeno; (17) solugdo salina isotdnica; (18) solugdo de
Ringer; (19) 4&lcool etilico; (20) solugdes de tampao
fosfato; (21) gases propelentes comprimidos, tais como

clorofluorocarbonos e hidrofluorocarbonos; e (22) outras
substéncias compativeis atéxicas empregadas em composigdes
farmacéuticas.

As composigdes farmacéuticas desta invengdo sao
tipicamente preparadas misturando-se ou combinando-se
completamente e intimamente um composto da invengdo com um
veiculo farmaceuticamente aceitéavel e quaisquer
ingredientes opcionais. Se necessario ou desejado, a
mistura combinada uniformemente resultante pode entdo ser

moldada ou carregada em comprimidos, cépsulas, pilulas,
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tubos, cartuchos, dispensadores e etc., usando-se
procedimentos e equipamentos convencionais.

Em uma modalidade, as composig¢des farmacéuticas desta
invencdo sdo adequadas para a administragdo por inalagao.
Composigdes farmacéuticas adequadas para administragdo por
inalacdo estardo tipicamente na forma de um aerossol ou um
pd. Tais composi¢des sdo geralmente administradas usando-se
dispositivos bem conhecidos, tais como um inalador
nebulizador, um inalador com dose medida (MDI), um inalador
de pd seco (DPI) ou um dispositivo de entrega similar.

Em uma modalidade especifica desta invengdo, a
composigdo farmacéutica compreendendo o agente terapéutico
é administrado  por inalagdo usando-se um inalador
nebulizador. Tais dispositivos nebulizadores tipicamente
produzem uma corrente de ar de alta velocidade que faz com
que a composigdo farmacéutica compreendendo o agente
terapéutico pulverize-se como uma névoa que € transportada
para dentro do trato respiratdrio do paciente.
Consequentemente, quando formulado para uso em um inalador
nebulizador, o agente terapéutico é tipicamente dissolvido
em um veiculo adequado para formar uma solugdo.
Alternativamente, o agente terapéutico pode ser micronizado
e combinado com um veiculo adequado para formar uma
suspensao de particulas micronizadas. Dispositivos
nebulizadores adequados para administrar os agentes
terap@uticos por inalagdo sdo bem conhecidos daqueles
habilitados na técnica ou tais dispositivos estéo
comercialmente disponiveis. Por exemplo, dispositivos
nebulizadores representativos incluem o Respimat Softmist

Inhalaler (Boehringer Ingelheim); o AERx Pulmonary Delivery
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System (Aradigm Corp.); o PARI LC Plus Reusable Nebulizer
(Pari GmbH); e etc.

Uma composigdo farmacéutica representativa para uso em
um inalador nebulizador compreende uma solugdo aquosa
isotdnica compreendendo de cerca de 0,05 pg/mL a cerca de
10 mg/mL de um composto de Fdérmula I. Em uma modalidade,
tal solucdo possui um pH de cerca de 4 a cerca de 6.

Em uma outra modalidade especifica desta invencdo, a
composigdo farmacéutica compreendendo o agente terapé&utico
é administrada por inalagd3o usando-se um inalador de poé
seco. Tais inaladores de pd seco tipicamente administram o
agente terapéutico como um pé ndo aglomerado que & disperso
em uma corrente de ar do paciente durante a inspiragdo. A
fim de alcancar um pd ndo aglomerado, o agente terapéutico
é tipicamente formulado com um excipiente adequado, tal
como lactose, amido, manitol. Dextrose, &cido poliléactico
(PLA) polilactideo-co-glicolideo (PLGA) ou combinagdes
destes. Tipicamente, o agente terapéutico & micronizado e
combinado com um veiculo adequado para formar uma
combinacdo adequada para inalagdo. Consequentemente, em uma
modalidade da invencdo, o composto de férmula I esta na
forma micronizada.

Uma composigdo farmacéutica representativa para uso em
um inalador de pd seco compreende lactose moida seca e
particulas micronizadas de um composto de férmula I.

Tal formulacdo de pd seco pode ser feita, por exemplo,
combinando-se a lactose com o agente terapéutico e entdo se
combinando a seco os componentes. Alternativamente, se
desejado o agente terapéutico pode ser formulado sem um

P

excipiente. A composigdo farmacéutica €& entdo tipicamente
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colocada em um distribuidor de pdé seco, ou dentro de
cartuchos ou cépsulas de inalagdo para uso com um
dispositivo de entrega de pd seco.

Dispositivos de entrega do tipo inalador de pd seco
adequados para administrar os agentes terapéuticos por
inalacdo sdo bem conhecidos daqueles habilitados na técnica
ou tais dispositivos estdo comercialmente disponiveis. Por
exemplo, os dispositivos de entrega do tipo inalador de pd

seco representativos ou produtos incluem  Aeolizer

(Novartis); Airmax (IVAX); ClickHaler (Innovata Biomed);
Diskhaler (GlaxoSmithKline) ; Diskus/Accuhaler
(GlaxoSmithKline) ; Easyhaler (Orion Pharma) ; Eclipse
(Aventis) ; FlowCaps (Hovione);v Handihaler (Boehringer

Ingelheim); Pulvinal (Chiesi); Rotahaler (GlaxoSmithKline) ;
SkyeHaler/Certihaler (SkyePharma); Twisthaler (Schering-
Plough); Turbuhaler (AstraZeneca); Ultrahaler (Aventis); e
etc.

Em ainda uma outra modalidade -especifica desta
invencdo, a composig¢do farmacéutica compreendendo o agente
terapéutico é administrada por inalagdo usando-se um
inalador de dose medida. Tais inaladores de dose medida
tipicamente descarregam uma gquantidade medida do agente
terapéutico usando-se gas propelente comprimido.
Consequentemente, as composigdes farmacéuticas
administradas wusando-se um inalador de dose medida
tipicamente compreendem uma solugdo ou suspensdo do agente
terapéutico em um propelente liquefeito. Qualquer
propelente liquefeito adequado pode ser empregado incluindo
clorofluorocarbonos, tal como CCl;F, e hidrofluoroalcanos

(HFAs), tal como 1,1,1,2-tetrafluorocetano (HFA 134a) e
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1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano (HFA 227). Devido as
preocupa¢des com a destruigdo da camada de ozdnio pelos
clorofluorocarbonos, as formulagdes que contém HFAs sdo
geralmente preferidas. Componentes opcionais adicionais de
formulagdes de HFA incluem co-solventes, tais como etanol
ou pentano, e tensoativos, tais como trioleato de
sorbitano, acido oléico, lecitina e glicerina.

Uma composicdo farmacéutica representativa para uso em
um inalador de dose medida compreende de cerca de 0,01% a
cerca de 5% em peso de um composto de férmula I, de cerca
de 0% a cerca de 20% em peso de etanol, e de cerca de 0 % a
cerca de 5% em peso de tensoativo, com o restante sendo um
propelente do tipo HFA.

Tais composigBes sdo tipicamente preparadas pela
adigdo de hidrofluoroalcano resfriado ou pressurizado a um
recipiente adequado contendo o agente terapéutico, etanol
(se presente) e o tensoativo (se presente). Para preparar
uma suspensdo, o agente terapéutico & micronizado e entdo
combinado com o propelente. A formulagdo & entdo carregada
dentro de um tubo de aerossol, que forma uma parte de um
dispositivo inalador de dose medida.

Dispositivos inaladores de dose medida adequados para
administrar os agentes terapéuticos por inalagdo sdo bem
conhecidos daqﬁeies.‘habilitados na técnica ou tais
dispositivos estdo comercialmente disponiveis. Por exemplo,
dispositivos inaladores de dose medida representativos ou
produtos incluem AeroBid Inhaler System (Forest
Pharmaceuticals); Atrovent Inhalation Aerosol (Boehringer
Ingelheim); Flovent (GlaxoSmithKline); Maxair Inhaler (3M) ;

Proventil Inhaler (Schering); Serevent Inhalation Aerosol
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(GlaxoSmithKline); e etc.

Em uma outra modalidade, as composigdes farmacéuticas
desta invencdo s3o adequadas para a administragdo oral.
Composi¢des farmacéuticas adequadas para administragdo oral
podem estar na forma de capsulas, comprimidos, pilulas,
lozangos, pastilhas, drageas, pds, grdnulos; ou como uma
solugdo ou uma suspensdo em um ligquido aquoso ou nao
aquoso; ou como uma emulsdo liquida de 6leo em dgua ou agua
em 6leo; ou como um elixir ou xarope; e etc.; cada uma
contendo uma quantidade predeterminada de um composto da pr
como um ingrediente ativo.

Quando objetivadas para administragdo oral em uma
forma de dosagem sbélida (isto g, como capsulas,
comprimidos, pilulas e etc.), as composig¢des farmacéuticas
desta invencdo irdo compreender tipicamente um composto da
presente invengdo como o ingrediente ativo e um ou mais
veiculo(s) farmaceuticamente aceitavel(eis), tais como
citrato de sédio ou fosfato de dicdlcio. Opcionalmente ou
alternativamente, tais formas de dosagem sdlidas podem
também compreender: (1) cargas ou diluentes, tais como
amidos, lactose, sacarose, glicose, manitol e/ou Aacido
silicico; (2) 1ligantes, tais como carboximetilcelulose,
algihatos, gelatinas, polivinil pirrolidona, sacarose e/ou
acdcia; (3) umectantes, tal como glicerol; (4) agentes
desintegrantes, tal como Agar-agar, carbonato de calcio,
amido de batata e de tapioca, 4&cido alginico, alguns
silicatos e/ou carbonato de sédio; (5) agentes retardantes
em solugao, tal como parafina; (6) aceleradores de
absorcdo, tais como compostos de quaterndrio de amdnio; (7)

agentes umectantes, tal como alcool cetilico e/ou
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monoestearato de glicerol; (8) absorventes, tais como
caulim e/ou argila bentonita; (9) lubrificantes, tais como
talco, estearato de calcio, estearato de magnésio,
polietileno glicéis sblidos, lauril sulfato de sédio e/ou
misturas destes; (10) agentes corantes; e (11) agentes de
tamponamento.

Agentes de liberagdo, agentes umectantes, agentes de
cobertura, adogantes, agentes flavorizantes e
aromatizantes, preservativos e antioxidantes podem também
estar ©presentes nas composigdes farmacéuticas desta
inveng¢ao. Exemplos de antioxidantes farmaceuticamente
aceitaveis incluem: (1) antioxidantes soliveis em &agua,
tais como A&cido ascoérbico, hidrocloreto de cisteina,
bissulfato de sdédio, metabissulfato de sdédio, sulfito de
sédio e etc.; (2) antioxidantes solaveis em O&leos, tais
como palmitato de ascorbil, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propila,
alfa-tocoferol, e etc., e (3) agentes quelantes metdlicos,
tais como &cido citrico, &cido etilenodiaminotetraacético
(EDTA), sorbitol, &acido tartdrico, &acido fosférico e etc.
Agentes de revestimento para comprimidos, cépsulas, pilulas
e etc., incluem aqueles usados para revestimentos
entéricos, tais como ftalato de acetato de celulose (CAP),
ftalato de acetato de polivinila (PVAP), ftalato de
hidroxipropil metilcelulose, copolimeros de acido
metacrilico-éster de A&cido metacrilico, trimetilato de
acetato de celulose (CAT), carboximetil etil celulose
(CMEC), succinato de acetato de hidroxipropil metil
celulose (HPMCAs) e etc.

Se desejado, as composig¢des farmacéuticas da presente
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invencdo podem também ser formuladas para fornecer
liberacdo lenta ou controlada do ingrediente ativo usando-
se, por meio de exemplo, hidroxipropil metil celulose em
propor¢des variadas; ou outras matrizes poliméricas,
lipossomos e/ou microesferas.

Além disso, as composigdes farmacéuticas da presente
invencdo podem opcionalmente conter agentes opacificantes e
podem também ser formuladas de forma que elas liberem o
ingrediente ativo apenas, ou preferivelménte, em uma certa
parte do trato gastrointestinal, opcionalmente, de uma
maneira retardada. Exemplos de composig¢des que podem ser
usadas incluem substéncias poliméricas e ceras. o}
ingrediente ativo pode também  estar na forma
microencapsulada, se apropriado, com um ou mais do(s)
excipiente(s) acima descrito(s).

As formas de dosagem liquidas adequadas para
administragcdo oral incluem, por meio de ilustragao,
emulsdes farmaceuticamente aceitaveis, microemulsodes,
solucdes, suspensdes, xaropes e elixires. Tais formas de
dosagem liquidas tipicamente compreendem o ingrediente
ativo e um diluente inerte, tais como, por exemplo, agua ou
outros solventes, agentes de solubilizagao 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, &leos (especialmente, &leos de semente de
algoddo, noz moida, milho, germe de trigo, oliva, ricino, e
gergelim), glicerol, &lcool tetrahidrofurilico, polietileno
glicéis e ésteres de acido graxo de sorbitano, e misturas

destes. Suspensdes, além dos ingredientes ativos, podem
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conter agentes de suspensdo tais como, por exemplo, alcoois
isoestearilico etoxilado, polioxietileno sorbitol e ésteres
de sorbitano, celulose microcristalina, metahidrdxido de
aluminio, bentonita, Agar-agar e tragacanto, e misturas
destes.

Quando objetivadas para administragdo oral, as
composigdes farmacéuticas desta invengdo  podem ser
preferivelmente embaladas em uma forma de dosagem unitéria.
O termo “forma de dosagem unitdria” significa uma unidade
fisicamente separada adequada para medicamentar por dose um
paciente, isto €&, cada unidade contendo uma quantidade
predeterminada de agente ativo calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado ou sozinho ou em combinagao com
uma ou mais unidades adicionais. Por exemplo, tais formas
de dosagem unitdrias podem ser capsulas, comprimidos,
pilulas e etc.

Os compostos desta invencdo podem também ser
administrados de forma transdérmica usando-se sistemas de
entrega transdérmica e excipientes. Por exemplo, um
composto desta invengdo pode ser misturado com melhoradores
de permeagdo, tais como propileno glicol, monolaurato de
polietileno glicol, azacicloalcan-2-onas e etc., e
incorporado em um adesivo ou sistema de entrega similar.
Excipientes adicionais incluindo agentes de gelificacgdo,
emulsificantes e tampdes, podem ser usados em tais
composigdes transdérmicas se desejado.

Adicionalmente, os compostos desta invengdo podem ser
administrados parenteralmente, isto é, de forma
intravenosa, subcuténea ou intramuscular. Para a

administracdo parenteral, um composto de férmula I €
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tipicamente dissolvido em wum veiculo aceitavel para
administracdo parenteral, tal como &gua estéril, solugdo
salina, 6leo vegetal e etc. Por meio de ilustrag¢ao, uma
composigdo intravenosa tipicamente compreende uma solugao
aquosa estéril de um composto de férmula I, onde a solugdo
possui um pH na faixa de cerca de 4 a cerca de 7.

Se desejado, os compostos desta invengdo podem ser
administrados em combinag¢do com um ou mais outros agentes
terapéuticos. Nesta modalidade, um composto desta invengdo
ou é fisicamente misturado com o outro agente terapéutico
para formar uma composigdo contendo ambos os agentes, ou
cada agente estd presente em composi¢des separadas e
distintas que sdo administradas ao paciente simultaneamente
ou sequencialmente.

Por exemplo, um composto da férmula I pode ser
combinado com O segundo agente terapéutico usando
procedimentos convencionais e equipamento para formar uma
composigio compreendendo um composto de férmula I e um
segundo agente terapéutico. Adicionalmente, os agentes
terapéuticos podem ser combinados com um veiculo
farmaceuticamente aceitédvel para formar uma composigdo
farmacéutica compreendendo um composto da fdérmula I, um
segundo agente terapéutico e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. Nesta modalidade, os componentes da composigdo
sdo tipicamente misturados ou combinados para criar uma
mistura fisica. A mistura fisica é entdo administrada em
uma quantidade terapeuticamente efetiva usando-se qualquer
uma das rotas descritas aqui.

Alternativamente, os agentes terapéuticos  podem

permanecer separados e distintos antes da administragdo ao



10

15

20

25

30

43/110

paciente. Nesta modalidade, os agentes terapéuticos ndo sdo
fisicamente misturados juntos antes da administragdo, mas
sio administrados simultaneamente ou seqiencialmente como
composigdes separadas. Por exemplo, um composto de férmula
I pode ser administrado por inalagdo simultaneamente ou
seqiencialmente com outro agente terapéutico usando-se um
dispositivo de entrega de inalagado que emprega
compartimentos separados (por exemplo, cartela tipo
blister) para cada agente terapéutico. Alternativamente, a
combinacdo pode ser administrada através de dispositivos de
entrega separados, isto &, um dispositivo de entrega para
cada agente terapéutico. Adicionalmente, os agentes
terapéuticos podem ser entregues por diferentes rotas de
administracdo, isto é, um pode inalagdo e o outro por
administra¢do oral.

Qualquer  agente terapéutico compativel com os
compostos da presente invengdo podem ser wusados em
combinagéo com tais compostos. Em uma modalidade
particular, o segundo agente terapéutico & um que seja
efetivamente administrado por inalagdo. Por meio de
ilustragao, os tipos representativos dos agentes
terapéuticos que podem ser usados com os compostos desta

invencdo incluem, mas ndo estdo limitados a agentes

antiinflamatérios, tais como agentes antiinflamatdrios
esteroidais (incluindo corticosterdides e
glucocorticédides), agentes antiinflamatérios nao
esteroidais (NSAEDSs) e inibidores de PDE4 ;
broncodilatadores, tais como inibidores de PDE3,

moduladores de adenosina 2b e agonista de receptor f-

adrenérgico; agentes antiinfectivos, tais como antibidticos
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gram-positivos e gram-negativos, e agentes antivirais;

antihistaminicos; inibidores da protease,; bloqueadores
aferentes, tal como agonistas D2 e moduladores da
neuroquinina; e antagonistas de receptor muscarinico
(agentes anticolinérgicos). Numerosos exemplos de tais

agentes terapéuticos s3o bem conhecidos na técnica. Doses
adequadas para os outros agentes terapéuticos administrados
em combinac¢do com um composto da invengdo estdo tipicamente
na faixa de cerca de 0,05 pg/dia a cerca de 500 mg/dia.

Em uma modalidade particular desta invengdo, um
composto de férmula I é administrado em combinagdo com um
agente antiinflamatdério esteroidal. Exemplos
representativos de agentes antiinflamatOrios estereoldais
que podem ser usados em combinagdo com os compostos desta
invencdo incluem, mas n3o estdo limitados a dipropionato de
beclometasona; budesonida; propionato de butixocort; 20R-
16a,17a-butilidenobis (oxi)]-6a, 9a-difluoro-11p-hidroxi-17p-
(metiltio)androsta-4-en-3-ona (RPR-106541) ; ciclesonida;
dexametasona; éster S-fluorometilico do &cido 6aq,9a-
difluoro-17a- [ (2-furanilcarbonil)oxil] -11B-hidroxi-16a-
metil-3-oxoandrosta-1,4-dieno-17p-carbotidico; éster S-
fluorometilico do @&cido 6a,9a-difluoro-11p-hidroxi-16a-
metil-l7a-[(4-metil-1,3-tiazol-5—carboni1)oxi]—3—»
oxoandrosta-1,4-dieno-17p-carbotidico; éster (8)-(2-
oxotetrahidrofuran-3S-ilico) do &cido 6a,9a-difluoro-11B-
hidroxi-1l6a-metil-3-oxo-17a-propioniloxiandrosta-1,4-dieno-
17p-carbotidico; flunisolida; propionato de fluticasona;
metil prednisolona; fluroato de mometasona; prednisolona;
prednisona; rofleponida; ST-126; triamcinolona acetonida; e

etc., ou os sais farmaceuticamente aceitaveis destes. Tais
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agentes antiinflamatérios esteroidais estdo comercialmente
disponiveis ou podem ser preparados usando-se procedimentos
e reagentes convencionais. Por exemplo, a preparagao e uso
de agentes antiinflamatdérios esteroidais estdo descritos na
Patente U. S. de nGmero 6.750.210 B2, emitida em 15 de
junho de 2004; Patente U. S. de ndmero 6.759.398 B2,
emitida em 6 de julho de 2004; Patente U. S. de nlumero
6.537.983, emitida em 25 de margo de 2003; Publicagdo de
Pedido de Patente U. S. de ntGmero US 2002/0019378 AL,
publicada em 14 de fevereiro de 2002; e referéncias aqui
citadas.

Quando empregado, o agente antiinflamatério esteroidal
& tipicamente administrado em uma quantidade que produz um
efeito terapeuticamente benéfico quando co-administrado com
um composto da inveng¢ao. Tipicamente, o) agente
antiinflamatério esteroidal serd administrado em uma
quantidade suficiente para fornecer de cerca de 0,05 pg a
cerca de 500 pg por dose.

Os seguintes exemplos ilustram composigdes
farmacéuticas representativas da presente invengdo:

Exemplo A

Composigdo de PO Seco

Um composto micronizado da invengdo (100 mg) &
combinado com lactose moida (25 g) (por exemplo, lactose em
gue nio mais que cerca de 85% das particulas tenham um MMD
de cerca de 60 um a cerca de 90 um e ndo menos de 15% das
particulas possuem um MMD de menos de 15 um). Esta mistura
combinada é entdo carregada em blisteres individuais de um
pacote de Dblister “descascavel”, em uma quantidade

suficiente para fornecer cerca de 10 pg a cerca de 500 ug
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do composto da invengdo por dose. Os conteidos dos
blisteres sdo administrados usando-se um inalador de pé.

Exemplo B

Composigdo de PO Seco

Um composto micronizado da invengdo (1 g) €& combinado
com lactose moida (200 g) para formar uma composigdo
volumosa possuindo uma relagdo de peso entre o composto e a
lactose moida de 1:200. A composigdo combinada & embalada
em um dispositivo de inalagdo de pdé seco capaz de entregar
entre cerca de 10 pg a cerca de 500 pg do composto da
inveng¢do por dose.

Exemplo C

Composigdo de PO Seco

Um composto micronizado da invengdo (100 mg) e um
agente antiinflamatério esteroidal micronizado (500 mg) sao
combinados com lactose moida (30 g). Esta mistura combinada
é entd3o carregada em blisteres individuais de um pacote de
blister “descascavel”, em uma quantidade suficiente para
fornecer cerca de 10 pg a cerca de 500 pg do composto da
invengdo por dose. Os contelGdos dos blisteres sao
administrados usando-se um inalador de pd.

Exemplo D

Composigdo de Inalador de Dose Medida

Um composto micronizado da invengdo (10 g) € disperso
em uma solucdo preparada dissolvendo-se lecitina (0,2 g) em
dgua desmineralizada (200 mL). A suspensdo resultante &
seca por pulverizagdo e entdo & micronizada para formar uma
composig¢do micronizada compreendendo particulas possuindo
um didmetro médio menor que 1,5 pm. A composigdo

micronizada é ent3o carregada em cartuchos inaladores de
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dose medida contendo 1,1,1,2-tetrafluoroetano pressurizado
em uma quantidade suficiente para fornecer cerca de 10 pg a
cerca de 500 pg do composto da invengdo por dose quando
administrado pelo inalador de dose medida.

Exemplo E

Composigdo Nebulizadora

Um composto da invengdo (25 mg) é dissolvido em
solucdo salina isoténica tamponada com citrato (pH =5) (125
mL) . A mistura é agitada e sonicada até que o composto seja
dissolvido. O pH da solugdo é verificado e ajustado, se
necessario, ao pH 5 adicionando-se lentamente hidrdéxido de
sédio 1N aquoso. A solugdo €& administrada usando-se um
dispositivo nebulizador que fornece cerca de 10 ug a cerca
de 500 pg do composto da invengdo por dose.

Exemplo F

Capsulas de Gelatina Rigidas

Um composto da invengdo (50 g), lactose seca por
pulverizagdo (440 g) e estearato de magnésio (10 g) sd&o
completamente misturados. A composigdo resultante &
carregada em uma capsula de gelatina dura (500 mg da
composigdo por cdpsula) que sdo administradas oralmente.

Exemplo G

Suspensdo Oral

Os ingredientes seguintes sdo completamente misturados

para formar uma suspensdo para administragdo oral:

Ingredientes Quantidade
Composto da Invengao 1,0 g
Acido fumarico 0,59
Cloreto de sédio 2,0 g

Metol parabeno 0,15 g
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Propil parabeno 0,05 g
Ag¢ucar granulado ' 25,5 g
Sorbitol (solugdo 70%) 12,85 g

VEEGUM® K (silicato de magnésio e1,0 g

aluminio)

flavorizante 0,035 mL
corante 0,5 mg

Agua destilada g.s. para 100 mL

A suspensdo resultante contém 100 mg de ingrediente
ativo por 10 mL de suspensdo. A suspensdo €& administrada
oralmente.

Exemplo H

Composigdo Injetavel

Um composto da invengdo (0,2 g) é combinado com uma
solucdo tampdo de acetato de sbédio 0,4 M (2,0 mL). O pH da
solugdo resultante é ajustado a pH 4 usando-se a&cido
hidroclérico 0,5N ou hidréxido de sbédio 0,5N, conforme
necessario, e entdo &gua suficiente para injegdo @&
adicionada para fornecer um volume total de 20 mL. A
mistura é entdo filtrada através de um filtro estéril (0,22
micron) para fornecer uma solugdo estéril adequada para
administrag¢do por injegdao.

UTILIDADE

Os compostos desta invengdo possuem tanto atividade
agonista de receptor pB,-adrenérgico quanto atividade
antagonista do receptor muscarinico e portanto, espera-se
que tais compostos sejam fdteis como agente terap&uticos
para tratar condigdes médicas mediadas pelos receptores B-

adrenérgicos ou receptores muscarinicos, isto &, condigles

médicas que s3o melhoradas pelo tratamento com o agonista
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do receptor B,-adrenérgico ou um antagonista do receptor
muscarinico. Tais condi¢des médicas sdo bem conhecidas
daqueles habilitados na técnica rconforme exemplificado
pelos ensinamentos de Eglen e outros, Muscarinic Receptor
Subtypes: Pharmacology and Therapuetic Potential, DN&P
10(8), 462-469 (1997) ; Emilien e outros, Current
Therapeutic Uses and Potential of beta-Adrenoceptor
Agonists and Antagonists, European J. Clinical Pharm.,
53(6), 389-404 (1998); e referéncias citadas neste. Tais
condi¢des médicas incluem, por meio de exemplo, disfungdes
ou doengas pulmonares associadas com obstrugdo das vias
aéreas reversivel, tais como doenga pulmonar obstrutiva
crébnica (por exemplo, bronquite crénica e respiragao
dificil e enfisema), asma, fibrose pulmonar, e etc. Outras
condigdes incluem parto prematuro, depressao, falha
congestiva do coragdo, doengas de pele (por exemplo,
doencas inflamatdérias, alérgicas, psoridticas e doengas de
pele proliferativas, condi¢des onde a diminuigdo da acidez
péptica é desejavel (por exemplo, ulceragdo péptica e
gadstrica) e doeng¢a de enfraquecimento muscular).
Conseqlientemente, em uma modalidade, esta invencao
relaciona-se a um método para tratar uma disfungao
pulmonar, o método compreendendo administrar a um paciente
em necessidade de tratamento uma quantidade
terapeuticamente efetiva de um composto de férmula I.
Quando usado para tratar uma disfun¢do pulmonar, os
compostos desta invengdo serdo tipicamente administrados
por inalagdo em miltiplas doses por dia, em uma Gnica dose
por dia ou em uma lnica dose por semana. Geralmente, a dose

para tratar uma disfungdo pulmonar ira variar de cerca de



10

15

20

25

30

50/110

10 pg/dia a cerca de 500 pg/dia.

Em um dos aspectos dos métodos, esta invengao
relaciona-se a um método de tratamento de doenga pulmonar
obstrutiva crdénica ou asma, o método compreendendo
administrar a um paciente uma quantidade terapeuticamente
efetiva de um composto de férmula I. Geralmente, a dose
para tratar COPD ou asma ird variar de cerca de 10 pug/dia a
cerca de 500 pg/dia. O termo “COPD” & compreendido por
aqueles habilitados na técnica como incluindo uma variedade
de condicdes respiratérias, incluindo bronquite obstrutiva
crénica e enfisema, conforme exemplificado pelos
ensinamentos de Barnes, Chronic Obstructive Pulmonary
Disease, N. Engl. J. Med., 2000: 343:269-78, e referéncias
aqui citadas.

Quando administrados por inalagdo, os compostos desta
invencdo tipicamente possuem o efeito de produzir
broncodilatacdo. Conseqlentemente, em outros aspectos dos
métodos, esta invencdo relaciona-se a um método de produgdo
de broncodilatacdo em um mamifero, o método compreendendo
administrar a um mamifero uma quantidade produtora de
broncodilatacdo de um composto de férmula I. Geralmente, a
dose para produzir broncodilatagdo ird variar de cerca de
10 pg/dia a cerca de 500 ug/dia.

Quando usados como agente terapéutico, os compostos
desta invengdo sao opcionalmente administrados em
combinagado com outros agentes terapéuticos.
Particularmente, administrando-se os compostos desta
invencdo com um agente antiinflamatério esteroidal, terapia
tripla, isto &, atividade agonista de receptor f.-

adrenérgico, atividade antagonista de receptor muscarinico
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e atividade antiinflamatdéria, pode ser alcangada usando-se
apenas dois agentes terapéuticos. Uma vez que as
composigdes farmacéuticas (e combinagdes) contendo dois
agentes terapéuticos sdo tipicamente mais faceis de
formular e/ou administrar comparadas as composigdes dque
contém trés agentes terapéuticos, tais composigdes de dois
componentes fornecem> uma vantagem significante sobre as
composig¢des que contém trés agentes terapéuticos.
Consequentemente, em uma modalidade particular, as
composigdes farmacéuticas, combinagdes e métodos desta
invencdo também compreendem um agente antiinflamatério
esteroidal.

Uma vez que oOs compostos desta invengao possuam
atividade agonista de receptor B;-adrenérgico e atividade
antagonista do receptor muscarinico, tais compostos sdo
também Gteis como ferramentas de pesquisa para investigagdo
ou estudo de sistemas. bioldgicos ou amostras possuindo os
receptores B,-adrenérgicos ou muscarinicos. Adicionalmente,
tais compostos sdo dUteis em ensaios de selegdo para
descobrir, por exemplo, novos compostos possuindo atividade
agonista de receptor B,-adrenérgico e atividade antagonista
do receptor‘ muscarinico. Tais sistemas bioldégicos ou
amostras podem compreender receptores pB.-adrenérgicos e/ou
receptores muscarinicos. Qualquer sistema bioldgico ou
amostra adequados que possuem receptores B,-adrenérgicos
e/ou receptores muscarinicos pode ser empregado em tais
estudos, os quais podem ser conduzidos ou in vitro ou in
vivo. Sistemas biolégicos ou amostras representativos
adequados para tais estudos incluen, mas ndo estdo

limitados a células, extratos celulares, membranas de
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plasma, amostras de tecido, mamiferos (tais como
camundongos, ratos, porquinho da india, coelhos, cachorros,
porcos, etc.) e etc.

Quando usando como uma ferramenta de pesquisa, um
sistema biolégico ou amostra compreendendo um receptor Bo-
adrenérgico e/ou receptores muscarinico € tipicamente
contatado com uma quantidade agonizante do receptor -
adrenérgico ou antagonizante do receptor muscarinico de um
composto desta invengdo. Os efeitos no sistema bioldgico ou
amostras causados pelo composto sdo entdo determinados ou
medidos usando-se procedimentos convencionais e
equipamentos, tal como medindo-se a ligagdo em um ensaio de

ligagdo de radioligante ou mudangas mediadas por ligante em

um ensaio funcional ou determinando-se a quantidade de

broncoprotegcdo fornecida pelo composto em um ensaio de
broncoprotecdo em um mamifero. Mudangas mediadas por
ligante representativas em um ensaio funcional incluem
mudancas mediadas por ligante em monofosfato de adenosina
ciclica intracelular (cAMP), mudangas mediadas por ligante
na atividéde da enzima adenilil ciclase (que sintetiza o
cAMP), mudancas mediadas por ligante na incorporag¢do de 5'-
O- (tio) trifosfato de guanosina ([*°S]GTP S) em membranas
isoladas através da troca catalisada por receptor de
([*°S]GTP S) por GDP, mudangas mediadas por ligante em Ions
cdlcio intracelular 1livres (medida, por exemplo, com um
leitor de placa de imagem ligado a fluorescéncia ou FLIPR®
a partir de Molecular Devices, Inc.) e etc. Espera-se que
compostos desta invengdo agonizem ou causam a ativagdo de
um receptor P.-adrenérgico e antagonizem ou diminuam a

ativacdo dos receptores muscarinicos nos ensaios funcionais
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listados aqui ou em ensaios de uma natureza similar. Os
compostos desta invengdo serdo tipicamente usados nestes
estudos a uma concentragdo variando de cerca de 0,1
naﬁomolar a cerca de 100 nanomolar.

Adicionalmente, os compostos desta invengdo podem ser
usados como ferramentas de pesquisa para avaliar outros
compostos quimicos. Neste aspecto da invengdo, um composto
de férmula I é usado como um padrdo em um ensaio para
permitir a comparagdo dos resultados obtidos com um
composto de teste e o composto de férmula I. Por exemplo,
os dados de 1ligacdo do receptor B,-adrenérgico e/ou do
receptor muscarinico (conforme determinado, por exemplo,
por ensaios de deslocamento de radioligante in vitro) para
um composto de teste ou um grupo de compostos de teste é
comparado aos dados de ligagdo do receptor B,-adrenérgico
e/ou do receptor muscarinico para um composto'de férmula I
para identificar aqueles compostos de teste que possuem
ligacdo desejavel, isto &, compostos de teste possuindo
ligagdo quase igual ou superior a um composto de férmula I,
se houver. Alternativamente, por exemplo, os efeitos
broncoprotetores podem ser determinados para os compostos
de teste e um composto de férmula I em um ensaio de
broncoprotegdo em um mamifero e estes dados comparados para
identificar os compostos de teste que fornecem efeitos
broncoprotetores quase iguais ou superires. Este aspecto da
invencdo inclui, como modalidades separadas, tanto (i) a
geragdo dos dados de comparagdo (usando-se os ensaios
apropriados) quanto (ii) a andlise dos dados de teste para
identificar os compostos de teste de interesse.

As propriedades e wutilidades dos compostos desta
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invencdo podem ser demonstradas usando-se varios ensaios in
vitro e in vivo bem conhecidos daqueles habilitados na
técnica.

Por exemplo, ensaios representativos sdo descritos em
maiores detalhes nos seguintes Exemplos.

EXEMPLOS

As Preparac¢des e Exemplos a seguir sdo fornecidos para
ilustrar modalidades especificas e aspectos desta invengdo.
A ilustracdo das modalidades especificas e aspectos,
entretanto, nio é objetivada para limitar o escopo desta
invencdo de qualquer forma a menos que especificamente
indicado.

Todos os reagentes, materiais iniciais e solventes
usados nos seguintes exemplos foram adquiridos a partir de
fornecedores comerciais (tal como Aldrich, Fluka, Sigma e
similares) e foram utilizados sem purificagdo adicional a
menos que de outra forma indicado.

Nos exemplos descritos a seguir, a andlise por HPLC
foi tipicamente conduzida utilizando-se um instrumento
Agilent (Palo Alto, CA) série 1100 equipado com colunas
Zorbax Bonus RP 2,1 x 50 mm fornecida por Agilent, (uma
coluna Cl14) possuindo um tamanho de particula de 3,5 micra.
A deteccdo foi feita por absorbdncia UV a 214 nm. A fase
mével “A” era 2% de acetonitrila, 97,9% de agua, e 0,1% de
dcido trifluorocacético (v/v/v); e a fase mbével “B” era
89,9% de acetonitrila 89,9%, 10% de &gua, e 0,1% de &cido
trifluoroacético (v/v/v). Os dados de HPLC (10-70) foram
obtidos com uma taxa de fluxo de 0,5 mL/minuto de gradiente
de fase mével B de 10% a 70% durante um periodo de 6

minutos; os dados de HPLC (5-35) foram obtidos com uma taxa
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de fluxo de 0,5 mL/minuto de gradiente de fase mbével B de
5% a 35% durante um periodo de 5 minutos; e os dados de
HPLC (10-90) foram obtidos com uma taxa de fluxo de 0,5
mL/minuto de gradiente de fase mével B de 10% a 90% durante
um periodo de 5 minutos.

Os dados de cromatografia 1liquida associada a
espectrometria de massa (LCMS) foram tipicamente obtidos
com um instrumento da Applied Biosystems (Foster City, CA)
Modelo API-150EX. Os dados de LCMS 10-90 foram obtidos com
um gradiente de fase mével B de 10% - 90% durante periodo
de 5 minutos.

Purificagdes em pequena escala foram conduzidas
utilizando-se um sistema de estagdo de preparagdo/Prep
Workstation API 150EX da Applied Biosystems. A fase mdvel
“A” era &gua contendo 0,05% de 4&cido trifluoroacético
(v/v); e a fase mdébvel “B” era acetonitrila contendo 0,05%
de A4cido trifluorcacético (v/v). Para pequenas amostras
(cerca de 3 a 50 mg de tamanho de amostra recuperada), as
seguintes condi¢des foram tipicamente utilizadas: taxa de
fluxo de 20 mL/min; gradientes de 15 minutos e uma coluna
Prism RP de 20 mm x 50 mm com particulas de 5 micra (Thenno
Hypersil-Keystone, Bellefonte, PA). Para amostras maiores
(isto &, maiores que cerca de 100 mg de amostra bruta), as
seguintes condigdes foram utilizadas: taxa de fluxo de 60
mL/min; gradientes de 30 minutos e uma coluna Microsorb BDS
de 41,4 mm x 250 mm com particulas de 10 micra (Varian,
Palo Alto, CA).

Exemplo 1

Ester Piperidin-4-ilico do Acido Bifenil-2-ilcarbédmico

Bifenil-2-isocianato (97,5 g, 521 mmol) e 4-hidroxi-1-
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benzilpiperidina (105 g, 549 mmol), ambos disponiveis
comercialmente a partir de Aldrich, Milwaukee, WI, foram
aquecidos juntos a 70°C por 12 horas, durante este tempo a
formacdo do éster 1-benzilpiperidin-4-ilico do &cido
bifenil-2-ilcarbdmico foi monitorada por LCMS. A mistura de
reacdo foi entdo resfriada a 50°C e foi adicionado etanol
(L L) e depois foi adicionado &cido hidroclérico 6M (191
mL) lentamente. A mistura reacional foi entdo resfriada a
temperatura ambiente e formato de amdnio (98,5 g, 1,56 mol)
foi adicionado e gas nitrogénio foi borbulhado através da
solugdo vigorosamente por 20 minutos. Paladdio (10% em peso
(base seca) em carvio ativo) (20 g) foi entdo adicionado. A
mistura reacional foi aquecida a 40°C por 12 horas e entdo
filtrada através de um absorvente de Celite. O solvente foi
entdo removido sob pressdo reduzida e acido hidroclérico 1M
(40 mL) foi adicionado ao residuo bruto. Hidrdéxido de sdédio
(10 N) foi entd3o adicionada para ajustar o pH a 12. A
camada aquosa foi extraida com acetato de etila (2 x 150
mL) e seca (sulfato de magnésio), e entdo o solvente foi
removido sob pressdo reduzida para fornecer o éster
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbé@mico (155 g,
100%) . HPLC (10-70) R, = 2,52; MS m/z: [M + H'] calculado
para CigH2oN,0, = 297,15; encontrado, 297;3. |

Exemplo 2

Acido 3-[4- (bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-
illpropidnico

A uma solucdo do éster piperidin-4-ilico do &cido
bifenil-2-ilcarbdmico (50 g, 67,6 mmol) em diclorometano
(500 mL) foi adicionado A&cido acrilico (15,05 mL, 100

mmol) . A mistura resultante foi aquecida a 50°C sob refluxo
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por 18 horas e entdo o solvente foi removido. Metanol (600
mL) foi adicionado e esta mistura foi aquecida a 75°C por 2
horas e entdo resfriada a temperatura ambiente para formar
uma mistura semifluida espessa. O sbélido foi coletado por
filtragdo, lavado com metanol (50 mL) e seco a ar para
fornecer o &cido 3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-
1-il)propidnico (61g, 96% de pureza) como um sdlido branco.

Exemplo 3

Sal do 4&cido acético de N-{5-[(R)-2-amino-1-(terc-
butildimetilsilaniloxi)etil] -2-hidroxifenil}-formamida

Etapa A - N-{5-[(R) -2-benzilamino-1- (terc-
butildimetilsilaniloxi)etil] -2-benziloxifenil}formamida

A um frasco de fundo redondo de trés gargalos de 500
mL foram adicionados N-{2-benziloxi-5-[(R)-2-bromo-1-(terc-
butildimetilsilaniloxi)etil] fenil)}formamida (100 g, 215
mmol) e N-metil-2-pirrolidona (300 mL). A benzilamina (69,4
mmol, 648 mol) foi adicionada e a mistura reacional foi
inundada com nitrogénio. A mistura reacional foi entdo
aquecida a 90°C e agitada por cerca de 8 horas. A mistura
reacional foi entdo resfriada & temperatura ambiente e &agua
(1,5 L) e acetato de etila (1,5 L) foi adicionado. As
camadas foram separadas e a camada orgdnica foi lavada com
dgua (500 mL), uma mistura de 1:1 de &gua e salmoura
saturada (500 mL total) e entdo novamente com &gua (500
mL). A camada orgldnica foi entdo seca sobre sulfato de
magnésio anidro, filtrada e concentrada sob pressao
reduzida para fornecer a N-{5-[(R)-2-benzilamino-1-(terc-
butildimetilsilaniloxi)etil] -2-benziloxifenil} formamida
(100 g, 90% de rendimento, 75-80% de pureza) bruta como um

6leo espesso laranja-amarronzado.
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Etapa B - Sal do acido acético de N-{5-[(R)-2-amino-1-

(terc-butildimetilsilaniloxi)etil] -2-hidroxifenil}-
formamida
N-{5-[(R) -2-benzilamino-1- (terc-

butildimetilsilaniloxi)etil] -2-benziloxifenil}formamida
bruta (100 g,194 mmol) foi dissolvida em metanol (1L) e
dcido acético (25 mL, 291 mmol). A mistura resultante foi
purgada com nitrogénio seco e entdo hidréxido de palddio em
carbono (20 g, 20% em peso, cerca de 50% de &gua) foi
lavado. Hidrogénio foi bombeado através da mistura
reacional com agitag¢do & temperatura ambiente por cerca de
10 horas. A mistura foi entdo purgada com nitrogénio seco e
a mistura foi filtrada através de Celite. O filtrado toi
concentrado em um evaporador rotativo e acetato deAetila
(600 mL) foi adicionado ao residuo. Esta mistura foi
agitada por cerca de 2 horas em cujo tempo uma mistura
semifluida amarela espessa foi desenvolvida: A mistura
sehifluida foi filtrada e o precipitado foi seco a ar para
fornecer o sal do &4cido acético de N-{5-[(R)-2-amino-1-
(terc-butildimetilsilaniloxi)etil] -2-hidroxifenil}formamida
como um sélido amarelo-esbranquigado. LCMS (10-70)Re= 3,62;
[M + H'] encontrado 311,3.

Exemplo 4

Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-
2-hidroxieti1amino]metil}-2,5-dimeti1feniicarbamoi1) etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbémico |

Etapa A - 2,5-dimetil-4-nitrobenzoato de metila

A uma solugdo agitada de @&acido 2,5-dimetil-4-
nitrobenzdéico (480 mg, 2,4 mmol) em metanol (8,2 mL) a 0°C

sob nitrogénio seco foi adicionado cloreto de tionila
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(0,538 mL, 7,38 mmol). A mistura resultante foi deixada a
aquecer até temperatura ambiente e agitada por cerca de 7
horas. Cloreto de tionila adicional (0,300 mL) foi
adicionado e a agitag¢do foi continuada a temperatura
ambiente durante a noite. O solvente foi removido sob
pressdo reduzida e o residuo foi dissolvido em acetato de
etila (30 mL). Esta solucdo foi lavada com bicarbonato de
sédio aquoso saturado, seca sob sulfato de sédio anidro e
concentrada sob pressdo reduzida para fornecer 2,5-dimetil-
4-nitrobenzoato de metila (578 mg) como um sélido amarelo
claro. HPLC (10-70) Ry = 4,61; 4 NMR (300 MHz, CDC1l;) B
2,57 (3H, s), 2,61 (3H, s), 3,94 (3H, s), 7,82 (1H, s),
7,87 (1H, s).

Etapa B - 4-amino-2,5-dimetilbenzoato de metila

A uma solu¢do agitada de 2,5-dimetil-4-nitrobenzoato
de metila (523 mg, 2,5 mmol) em uma mistura 9:1 de metanol
e dgua (25 mL no total) a 0°C foi adicionado cloreto de
ambénio (401 mg, 7,5 mmol). 2Zinco (1,63 g, 25 mmol) foi
adicionado em por¢des e a mistura resultante foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite. A mistura reacional
foi entdo filtrada através de Celite, e o absorvente de
Celite foi lavado com metanol. O filtrado foi concentrado
sob pressdo reduzida e o residuo resultante foi dissolvido
em acetato de etila. Esta solugdo foi lavada com
bicarbohato de sbédio aquoso saturado, seca sob sulfato de
sédio anidro e concentrada sob pressdo reduzida para
fornecer 4-amino-2,5-dimetilbenzoato de metila (450 mg)
como um 6leo amarelo. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) & 2,14 (3H,
s), 2,53 (3H, s), 3,83 (3H, s), 3,85 (2H, br s), 6,48 (1H,

s), 7,72 (1H, s).
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Etapa C - 4-{3-[4-(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-
1-il)propionilamino}2,5-dimetilbenzoato de metila

A uma soluc¢do agitada de é&cido 3-[4-(bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propidnico (670 mg, 1,82
mmol) e 4-amino-2,5-dimetilbenzoato de metila (390 mg, 2,18
mmol) em dichlorometano (3,6 mL) e diisopropiletilamina
(0,413 mL) foi adicionado hexafluorofosfato de o-(7-
azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurdénio (HATU) (829
mg, 2,18 mmol). A mistura resultante foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite. A mistura foi entédo
lavada com soluc¢do saturada aquosa de bicarbonato de sédio,
seca sobre sulfato de sédio anidro e concentrada sob
pressdo reduzida. o) residuo foi purificado por
cromatografia de silica gel eluindo-se com diclorometano
contendo de 3% a 5% de metanol para fornecer 4-{3-[4-
(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il] propionilamino}-
2,5-dimetilbenzoato de metila (568 mg, 59% de rendimento).
LCMS (10-70)R.= 4,55; [M + H'] encontrado 530,4.

Etapa D - Ester 1-{2-[(4-hidroximetil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbdmico

A uma solucdo agitada de hidreto de litio e aluminio
1M em THF (1,52 mL, 1,52 mmol) a 0°C foi adicionado 4-{3-
[4- (bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionilamino}
-2,5-dimetilbenzoato de metila (400 mg, 0,76 mmol). A
mistura resultante foi agitada a 0°C por 30 minutos e entdo
uma mistura 1:1 de hidréxido de sédio aquoso 1M (5 mL) e
dgua (5 mL) foi adicionada e a agitagdo foi continuada por
2 horas. Diclorometano foi adicionado e a camada orgdnica

foi separada, seca sobre sulfato de sbédio e o solvente
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removido sob pressd3o reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em silica gel eluindo-se com diclorometano
contendo 5% de metanol para fornecer o éster 1-{2-[(4-
hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil] piperidin-4-
ilico do acido bifenil-2-ilcarblmico. LCMS (10-70)R¢= 3,94;
[M + H'] encontrado 502,5.

Etapa E - Ester 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etill piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico

A uma solucdo de éster 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do ac bifenil-
2-ilcarmdmico (151 mg, 0,3 mmol) em diclorometano (3 mL) a
0°C foi adicionado dimetil sulféxido (128 pL, 1,8 mmol) e
diisopropiletilamina (157 pL, 0,9 mmol). Apds 15 minutos, o
complexo triéxido de enxofre-piridina (143 mg, 0,9 mmol)
foi adicionado e a agitagdo a 0°C foi continuada por 1
hora. Agua foi adicionada para temperar a reagdo e as
camadas foram separadas. A camada orgdnica foi seca sobre
sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente removido sob
pressdo reduzida para fornecer o éster 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (150 mg, 100% de rendimento), que foi

usado sem purificag¢do adicional. [M + H'] encontrado 500,4.

Etapa F - Ester 1-[2-(4-{[(R)-2- (terc-
butildimetilsilaniloxi) -2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)
etilaminolmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil]

piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarb@mico
Uma solugao de éster 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico (150 mg, 0,30 mmol) e N-{5-[(R)-2-
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amino-1- (terc-butildimetilsilaniloxi)etil] -2-hidroxifenil}
formamida (112 mg, 0,36 mmol) em uma mistura 1:1 de mistura
1:1 de diclorometano e metanol (3,0 mL total) foi agitada a
temperatura ambiente por 30 minutos. Triacetoxiborohidreto
de sédio (191 mg, 0,9 mmol) foi adicionado e a mistura
resultante foi agitada & temperatura ambiente durante a
noite. Acido acético foi adicionado para temperar é reagao

e a mistura foi concentrada sob pressdo reduzida para

fornecer o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(texc-
butildimetilsilaniloxi) -2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)etilamino]metil} -2,5-dimetilfenilcarbamoil)

etillpiperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarba@mico, que
foi usados sem puriticagdo adicional. LCMS (1U0-70)Re= 4,55;

[M + H'] encontrado 794,6.

Etapa G - Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil) -2-hidroxietilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico

A uma suspensdo do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-
butildimetilsilaniloxi) -2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)
etilamino]lmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-
4-ilico do Aacido bifenil-2-ilcarbidmico (238 mg, 0,30 mmol)
em diclorometano (3,0 mL) foi adicionado trihidrofluoreto
de trietilamina (147 puL, 0,90 mmol). Esta mistura foi
agitada a temperatura ambiente durante a noite e entdo a
mistura foi concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por prep-RP-HPLC (gradiente: 2 a 50% de
acetonitrila em &gua com 0,05% de TFA). As fragles
apropriadas foram coletadas, combinadas e liofilizadas para

fornecer éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
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hidroxifenil)-2-hidroxietilamino]lmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-1ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico como o sal ditrifluoroacetato (50 mg,
97% de pureza). LPLC (2-90)Re= 2,76; [M + H'] encontrado
680, 8.

Exemplo 5

Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -
2-hidroxietilaminolmetil} -2,5-dimetilfenilcarbamoil)
etil]lpiperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbamico

Etapa A - dibenzil-(4-iodo-2,5-dimetilfenil)amina

A um frasco de fundo redondo de 2 litros equipado com
um agitador suspenso, controle de temperatura e um funil de
adicdo, foi adicionada 4-iodo-2,5-dimetilanilina (100,0 g,
0,405 mol) (a partir de Spectra Group Limited, 1Inc.,
Millbury, OH). Etanol (1L) e carbonato de potédssio sdlido
(160 g, 1,159 mol) foram adicionados e entdo brometo de
benzila puro (140 mL, 1,179 mol) foi adicionado em uma
por¢do. A mistura resultante foi agitada a 30°C por cerca
de 18 horas em cujo tempo o HPLC apresentou mais de 98% de
conversdo. A mistura foi entdo resfriada até temperatura
ambiente e os hexanos (1L) foram adicionados. Esta mistura
foi agitada por 15 minutos e entdo filtrada através de um
papel de filtro para femover sélidos e‘o bolo do filtro foi
lavado com hexanos (200 mL). Usando-se um rotoevaporador, o
volume do filtrado foi reduzido a cerca de 500 mL e &cido
hidroclérico concentrado (30 mL) foi adicionado. O solvente
restante foi ent3o removido usando-se um rotoevaporador. Ao
residuo resultante foram adicionados hexanos (500 mL) e
esta mistura foi agitada por cerca de 30 minutos em cujo

tempo uma mistura semifluida n8o aglomerada foi formada. A
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mistura semifluida foi filtrada e o bolo do filtro foi
lavado com hexanos (200 mL) e seco para fornecer
hidrocloreto de dibenzil- (4-iodo-2,5-dimetilfenil)amina
(115 g, 62% de rendimento, 97,5% de pureza) como um sblido
de cor esverdeada.

0 hidrocloreto de dibenzil- (4-iodo-2,5-
dimetilfenil)amina foi transferido a um frasco de 3L e
tolueno (1L) e hidréxido de sbédio aquoso 1M (1L) foram
adicionados. A mistura resultante foi agitada por 1 hora e
entdo as camadas foram separadas. A camada orgdnica foi
lavada com salmoura diluida (500 mL) e o solvente foi
removido por rotoevaporagdo para fornecer dibenzil-(4-iodo-
2,5-dimetilfenil)amina (80 g) como um Oleo espesso semi-
s6lido. (Alternativamente, diclorometano pode ser usado no

lugar de tolueno nesta etapa). 4 NMR (300 MHz, DMSO-dy¢) ©

2,05 (3H, s), 2,19 (3H, s), 3,90 (4H, s), 6,91 (1H, s),

7,05-7,20 (10H, m), 7,42 (1H, s); MS [M + H'] encontrado
428.

Etapa B - Hidrocloreto de 4-dibenzilamino-2,5-
dimetilbenzaldeido

A um frasco de fundo redondo de 3 gargalos de 1 litro
equipado com um agitador suspenso, controle de temperatura
e um funil de adicéo, foi adicionada dibenzil-(4-iodo-2,5-
dimétilfenil)amina (15 g, 35 mmol) . Tolueno (300 mL) foi
adicionado e a mistura resultante foi agitada por cerca de
15 minutos. O frasco de reagdo foi purgado com nitrogénio
seco resfriado a cerca de -20°C e n-butil-litio 1,6 M em
hexanos (33 mL, 53 mmol) foi adicionado gota a gota através
do funil de adig¢do. Durante a adigdo, a temperatura interna

da mistura reacional foi mantida abaixo de -10°C. Quando a
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adicdo estava completa, a mistura resultante foi agitada a
cerca de -15°C por 15 minutos. N,N-dimetilformamida (10 mL,
139 mmol) foi entdo adicionada gota a gota enquanto se
mantinha a temperatura interna da reagdo abaixo de 0°C. A
mistura resultante foi entdo agitada entre -20°C e 0°C por
cerca de 1 hora. Acido hidroclérico 1M aquoso (200 mL) foi
entdo adicionado durante um periodo de 5 minutos e a
mistura resultante foi agitada por 15 minutos. As camadas
foram entdo separadas e a camada orgdnica foi lavada com
salmoura diluida (100 mL). A camada orgdnica foi entdo seca
sobre sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente
removido sob pressdo reduzida para fornecer hidrocloreto de
4-dibenzilamino-2,5-dimetilbenzaldeido (12,5 g, 90% de
rendimento, 95% de pureza) como um Oleo espesso dque se
solidificou sob repouso. O produto continha cerca de 3 a 5%
do subproduto desiodado. 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 2.42
(3H, s), 2.50 (3H, s), 4.25 (4H, s), 6.82 (1lH, s), 7.10-
7.30 (10H, m), 7.62 (1H, s), 10.15 (1H, s); MS [M + H')
encontrado 330,3.

Etapa C - 4-[1,3]dioxolan-2-i1-2,5-dimetilfenilamina

A um frasco de fundo redondo de 500 mL foi adicionado
hidrocloreto de 4-dibenzilamino-2,5-dimetilbenzaldeido
(11,5 g, 31,4 mmol) e tolueno (150 mL) e a mistura
resultante foi agitada até que e} sal estivesse
completamente dissolvido. O frasco de reagdo foi entédo
purgado com nitrogénio seco por 5 minutos. Etileno glicol
(5,25 mL, 94,2 mmol) e &Acido p-toluenossulfdnico (760 mg,
6,2 mmol) foram adicionados e a mistura resultante foi
aquecida a uma temperatura entre 60°C e 80°C por cerca de

20 horas. O solvente foi entdo removido lentamente (durante
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cerca de 40 minutos) a 40°C em um evaporador rotativo.
Tolueno (100 mL) foi adicionado ao residuo e o solvente foi
novamente removido lentamente a 40°C em um evaporador
rotativo. Este processo foi repetido usando-se uma outra
aliquota de tolueno (100 mL) e a mistura foi evaporada &
secura. Acetato de etila (150 mL) e bicarbonato de sd&dio
aquoso saturado (100 mL) foram adicionados ao residuo e as
camadas foram separadas. A camada orgdnica foi lavada com
salmoura (50 mL) e entdo seca sobre sulfato de sbédio
anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida para
fornecer dibenzil- (4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetil-
fenil)amina bruta (11,4 g).

A dibenzil- (4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-dimetil-
fenil)amina bruta foi dissolvida em uma mistura 2:1 de
etanol e &gua (total de 150 mL) e a mistura resultante foi
purgada com nitrogénio seco por 5 minutos. Paladdio em
carbono (2,3 g, 10% em peso contendo cerca de 50% de &gua)
e bicarbonato de sédio sdlido (1,0 g) foram adicionados e a
mistura resultante foi hidrogenada a cerca de 101,33 kPa de
hidrogénio a uma temperatura entre 25°C e 30°C por cerca de
8 horas. A mistura foi entdo filtrada através de Celite e o
filtrado foi concentrado em um evaporador rotativo para
fornecér a 4-[1,3]dioxolan-2-il1-2,5-dimetilfenilamina bruta
(5,6 g, 92% de rendimento) como um &leo espesso. 'H NMR
(300 MHz, DMSO-d¢) & 2,05 (3H, s), 2,22 (3H, s), 3,7-3,9
(4H, m), 3,95 (4H, s), 5,59 (1H, s), 6,72 (1H, s), 7,0-7,25
(11H, m).

Etapa D - N-(4-[1,3]dioxolan-2-il1-2,5-
dimetilfenil)acrilamida

A um frasco de fundo redondo de 500 mL foram
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adicionados. 4-[1,3]dioxolan-2-i1-2,5-dimetilfenilamina
bruta (5,6 g, 29 mmol), diclorometano (100 mL) e
diisopropiletilamina (7,6 mL, 43,5 mmol). A mistura

~

resultante foi agitada & temperatura ambiente até que os
ingredientes estivessem dissolvidos e entd3o a mistura foi
resfriada a 0°C. Cloreto de acriloila (2,35 mL, 29 mmol)
foi entdo adicionado gota a gota durante um periodo de 5
minutos. A mistura reacional foi agitada entre 0°C e 5°C
por 1 hora e entdo &gua (50 mL) foi adicionada e a agitacgéo
foi continuada por cerca de 30 minutos em cujo tempo oOs
s6lidos finos foram formados. A mistura foi filtrada para
coletar os sblidos. As camadas do filtrado foram entdo
separadas e a camada orgdnica foi concentrada sob pressdo
reduzida a secura. Diclorometano (50 mL) foi adicionado ao
residuo e esta mistura foi agitada até que uma mistura
semifluida ndo aglomerada fosse desenvolvida. A mistura
semifluida foi filtrada (usando-se o mesmo funil usado para
coletar os sélidos finos acima) e o bolo do filtro foi
lavado com diclorometano (10 mL) e seco para fornecer N-(4-
[1,3]dioxolan-2-il1-2,5-dimetilfenil)acrilamida (3,1 g, 97%
de pureza) como um sélido de branco gelo a branco.

O filtrado acima foi entdo concentrado a secura e
metanol (10 mL) foi adicionado ao residuo. Esta mistura foi
agitada por 15 minutos e entdo o precipitado foi coletado
por filtragdo, lavado com metanol (5 mL) e seco para dar
uma “safra” de N-(4-[1,3]dioxolan-2-il1-2,5-
dimetilfenil)acrilamida (0,8 g, 95% de pureza). '‘H NMR (300
MHz, CD,OD) & 2,10 (3H, s), 2,23 (3H, s), 3,85-4,10 (4H,
m), 5,60-6,40 (3H, m), 5,59 (1H, s), 7,18 (1H, s), 7,23

(1H, s).
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Etapa E - Hidrocloreto do éster 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etill]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbémico

A um frasco de fundo redondo de 50 mL foi adicionado o
éster piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbémico (1,2
g, 4,04 mmol) e N-(4-[1,3]dioxolan-2-il-2,5-
dimetilfenil)acrilamida (1,0 g, 4,04 mmol). Etanol (10 mL)
e diclorometano (10 mL) foram adicionados para formar uma
mistura semifluida. A mistura reacional foi aquecida entre
45°C e 50°C por cerca de 18 horas e entdo resfriada até
temperatura ambiente. Acido hidroclérico aquoso 1M (10 mL)
foi adicionado e a mistura resultante foi agitada
vigorosamente por cerca de 3 horas. Diclorometano (10 mL)
foi adicionado e a mistura resultante foi agitada por cerca
de 5 minutos. As camadas foram entdo separadas‘e a camada
orgdnica foi seca sobre sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada em um evaporador rotativo para fornecer o
hidrocloreto do éster 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico bruto (1,9 g). 'H NMR (300 MHz, DMSO-
ds) 5 1,2-1,4 (2H, m), 1,58-1,75 (2H, m), 2,0-2,17 (2H, m),
2,19 (3H, s), 2,38 (3H, s), 2,41-2,50 (4H, m), 2,5-2,75
(2H, m), 4,31-4,42 (1H, m), 7,10-7,35 (9H, m), 7,55 (1H,
s), 7,75 (1H, s), 8,59 (1H, s), 9,82 (1H, s), 9,98 (1H, s);
MS [M + H'] encontrado 500, 2.

Etapa F - Ester 1-[2-(4-{[(R) -2- (terc-
butildimetilsilaniloxi)-2- (3-formilamino-4-
hidroxifenil)etilamino] Imetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico
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A um frasco de fundo redondo de trés gargalos de 2L
foram adicionados hidrocloreto do éster 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]l piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (38 g, 70 mmol) e o sal do A&cido
acético de N-{5-[(R) -2-amino-1- (terc-
butildimetilsilaniloxi)etil]-2-hidroxifenil}formamida (33,6
g, 91 mmol). Diclorometano (500 mL) e metanol (500 mL)
foram adicionados e a mistura resultante foi agitada a
temperatura ambiente sob nitrogénio seco por cerca de 3
horas. A mistura reacional foi entdo resfriada entre 0°C e
5°C e triacetoxiborohidreto de sbédio sdélido (44,5 g, 381
mmol) foi adicionado em porgdes por um periodo de 10
minutos. A mistura reacional foi aquecida lentamente a 0°C
até temperatura ambiente durante um periodo de cerca de 2
horas e entdo resfriada a 0°C. Bicarbonato de sédio aquoso
saturado (500 mL) e diclorometano (500 mL) foram
adicionados. Esta mistura foi agitada completamente e entdo
as camadas foram separadas. A camada orgdnica foi lavada
com salmoura (500 mL), seca sobre sulfato de sédio anidro,
filtrada e concentrada sob pressdo reduzida para fornecer o
éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)etilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico bruto (55 g, 86% de pureza) como um
s6lido amarelo.

O produto bruto (30 g) foi dissolvido em diclorometano
contendo 2% de metanol (total de 150 mL) e carregado sobre
coluna de silica gel (300 g) gque foi empacotada e
equilibrada com diclorometano contendo 2% de metanol e 0,5%

de hidréxido de ambnio. O produto foi eluido da coluna
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usando diclorometano contendo 2% de metanol e 0,5% de
hidréxido de aménio (1L), diclorometano contendo 4% de
metanol e 0,5% de hidréxido de aménio (1L) e diclorometano
contendo 5% de metanol e 0,5% de hidréxido de ambénio (cerca
de 3L). Fracdes (200 mL) foram coletadas e aquelas fragdes
que possuiam pureza maior que 90% foram combinadas e

concentradas sob pressdo reduzida para fornecer o éster 1-

[2-(4-{[(R)-2-(terc-butildimetilsilaniloxi) -2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)etilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico bruto (21,6 g, 96,5% de pureza) como
um sbélido amarelo. MS [M + H'] encontrado 794,6.

Etapa G - Sal hidrofluoreto do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-
(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2—hidroxieti1amino]metil}-
2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-i1ic6 do acido
bifenil-2-ilcarbdmico

A um frasco de fundo redondo de 1L foi adicionado o
éster 1-[2-(4-{[(R)-2- (terc-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)etilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (21,5 g, 27,1 mmol) e diclorometano
(200 mL). A mistura resultante foi agitada & temperatura
ambiente até que os ingredientes estivessem dissolvidos e
entdo trihidrofluoreto de tiietilamina (8,85 mL, 54,2 mmol)
foi adicionado e a mistura resultante foi agitada a 25°C
por cerca de 48 horas. O solvente foi removido em um
evaporador rotativo para fornecer uma pasta espessa.
Diclorometano (100 mL) e acetato de etila (200 mL) foram
adicionados & pasta e a mistura resultante foi égitada por

30 minutos. A mistura semifluida resultante foi lentamente
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filtrada sob nitrogénio seco e o bolo do filtro foi lavado
com uma mistura 1:2 de diclorometano e acetato de etila
(total de 100 mL), seca sob nitrogénio por 2 horas e entdo
seca a vacuo durante a noite para fornecer o éster 1-[2-(4-
{[(R)-2- (3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino]
metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do
4cido bifenil-2-ilcarbdmico como um sal hidrofluoreto (25
g, 96,9% de pureza) que era um sélido tipo argila duro. MS
[M + H'] encontrado 680,8.

Etapa H - Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etillpiperidin-4-ilico dé - acido
bifenil-2-ilcarbamico

O sal hidrofluoreto do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (25 g) foi purificado em uma coluna
de fase reversa de 15,24 cm (fase sdlida de Microsorb) em
trés lotes iguais usando-se uma mistura de 10% a 50% de
acetonitrila em &gua contendo &cido trifluoroacético 1%
como a fase mbével. As fragdes com pureza maior que 99%
foram combinadas e entdo diluidas com um volume de agua. A
mistura resultante foi resfriada a 0°C e bicarbonato de
sédio sbélido foi adicionado até que o pH da mistura fosse
de cerca de 7,5 a 8,0. Dentro de cerca de 5 minutos,
desenvolveu-se uma mistura semifluida branca. A mistura
semifluida foi agitada por 30 minutos, filtrada. O bolo do
filtro foi lavado com Adgua (500 mL), seco a ar por cerca de
4 horas e entdo seco a vacuo durante a noite para fornecer

o éster 1—[2-(4—{[(R)—2—(3-formilamino-4-hidroxifenil)—2—
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hidroxietilaminolmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbamico (12 g,
99+% de pureza) como uma base livre semi-cristalina.

Exemplo 6

Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-
2-hidroxietilamino]lmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbémico

Etapa A - [Ester 1-[2-(4-[1,3)dioxolan-2-il-2,5-
dimetilfenilcarbamoil]etil}piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbdmico

A um frasco de fundo redondo de 500 mL foi adicionado
o éster piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbamico
(17,0 g, 58 mmol) e N-(4-[1,3)dioxolan-2-11-2,5-
dimetilfenil)acrilamida (13,1 g, 52,9 mmol). Etanol (150
mL) e diclorometano (150 mL) foram adicionados para formar
uma mistura semifluida. A mistura reacional foi aquecida
entre 50°C e 55°C por cerca de 24 horas e entdo resfriada
até temperatura ambiente. A maior parte do solvente foi
removida em um evaporador rotativo, resultando em uma
mistura semifluida espessa. Etanol (grau reagente) foi
adicionado para formar um volume total de cerca de 200 mL e
a mistura resultante foi aquecida a 80°C e entdo resfriada
lentamente até temperatura ambiente. A mistura semifluida
espessa resultante foi filtrada, lavada com etanol (20 mL)
e seca a vacuo para fornecer o éster 1-[2-(4-[1,3]dioxolan-
2-i1-2,5-dimetilfenilcarbamoill etil}piperidin-4-ilico do
dcido bifenil-2-ilcarbamico (23,8v g, cerca de 98% de
pureza) como um sélido branco.

Etapa B - Ester 1-{2-[(4-formil-2,5-

dimetilfenilcarbamoil)etillpiperidin-4-ilico do acido
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bifenil-2-ilcarbamico

A um frasco de fundo redondo de 500 mL foram
adicionados o) éster 1-[2-(4-[1,3]dioxolan-2-i1-2,5-
dimetilfenilcarbamoil]letil}piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (15 g, 27,6 mmol) e acetonitrila (150
mL) para formar uma mistura semifluida. Acido hidroclérico
aquoso 2M (75 mL) foi adicionado e a mistura resultante foi
agitada a 30°C por 1 hora. A mistura foi entdo resfriada
até temperatura ambiente e acetato de etila (150 mL) foi
adicionado. Acido hidroclérico aquoso 2M (75 mL) foi
adicionado, o pH foi verificado e entdo hidréxido de sddio
2M adicional foi adicionado até que o pH da sqlucéo
estivesse na faixa de 9 a 10. As camadas foram separadas e
a camada orgdnica foi lavada com salmoura diluida (75 mL;
1:1 salmoura/&gua). Seca sobre sulfato de sédio anidro e o
solvente removido em um evaporador rotativo para fornecer o
éster 1-{2-[(4-formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbémico (12,5 g,
cerca de 98% de pureza). Se desejado, a pureza deste
intermedidrio pode ser aumentada formando-se uma mistura
semifluida com etanol (3 volumes de etanol), aquecendo-se a
mistura semifluida a 80°C, e entdo resfriando-se lentamente
até temperatura ambiente e isolando-se por filtragdo.

Etapa c - Ester 1-[2-(4-{[(R)-2- (terc-
butildimetilsilaniloxi) -2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)
etilaminolmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]lpiperidin-
4-ilico do acido bifenil-2-ilcarbémico

A um frasco de fundo redondo de 250 mL foram
adicionados éster 1-[2-{(4-formil-2,5-

dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido
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bifenil-2-ilcarbamico (7,1 g, 14,2 mmol) e o sal do &acido
acético de N-{5-[(R) -2-amino-1- (terc-
butildimetilsilaniloxi)etil] -2-hidroxifenil}formamida (5,8
g, 15,6 mmol). Metanol (100 mL) foi adicionado para formar
uma mistura semifluida e esta mistura foi agitada entre
45°C e 50°C sob nitrogénio por 1 hora. A mistura foi entdo
resfriada até temperatura ambiente e tolueno (50 mL) foi
adicionado e o solvente foi removido em um evaporador
rotativo a uma temperatura variando de 35°C a 45°C. Tolueno
(50 mL) foi adicionado ao residuo e o solvente foi removido
para fornecer éster 1-[2-(4-{[(R)-2- (terc-

butildimetilsilaniloxi) -2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)

, etilamino]]metil}—z,5—dimetilfeni1carbamoi1)etil]piperidin—

4-ilico do 4&cido bifenil-2-ilcarb8mico (12 g) como um
sb6lido amarelo-laranja.

Etapa D - Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-
butildimetilsilaniloxi) -2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)
etilamino] metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-
4-iljico do dcido bifenil-2-ilcarbémico

A um frasco de hidrogenag¢do foi adicionado o éster 1-

[2- (4-{[(R) -2- (terc-butildimetilsilaniloxi) -2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)etilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico (4,6 g) e 2-metiltetrahidrofurano (50
mL) . A mistura resultante foi agitada até que o sdélido
estivesse dissolvido (cerca de 5 minutos) e entdo a mistura
foi purgada com nitrogénio. Platina em carbono (920 mg, 5%
em peso, carbono em suporte ativado) foi adicionada e a
mistura foi hidrogenada a 0,344 MPa (agitador Parr) por 6

horas. A mistura foi ent3o filtrada através de Celite, e o
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Celite foi lavado com 2-metiltetrahidrofurano (10 mL). Ao
filtrado foi adicionada uma silica gel modificada com
tiopropil (20% de peso de solugdo, Silicycle) e esta
mistura foi agitada a uma temperatura entre 25°C e 30°C por
3 horas. A mistura foi entdo filtrada através de Celite e
concentrada para remover o solvente. O residuo foi
dissolvido em metanol (5 mL por grama de residuo) e entdo a
solugdo resultante foi adicionada lentamente a uma mistura
1:1 vigorosamente agitada de bicarbonato de sdédio aquoso e
dgua (40 mL por grama de residuo). A mistura semifluida
branco gelo resultante foi agitada por 20 minutos e entdo
filtrada. O bolo do filtro foi 1lavado com &gua (20
volumes), seco a ar por cerca de 3 horas e entdo seco a
vidcuo a temperatura ambiente durante a noite para fornecer
o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)etilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil) etil]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (80% de recuperacgdo, 96% de pureza).

Etapa E - Sal L-tartrato do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico

A um frasco de fundo redondo de 200 mL foi adicionado

o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(terc-butildimetilsilaniloxi)-2-(3-

formilamino-4-hidroxifenil)etilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (3,8 g, 4,8 mmol) e 2-
metiltetrahidrofurano (40 mL). A mistura resultante foi

agitada & temperatura ambiente até que os ingredientes

estivessem dissolvidos (cerca de 15 minutos) e entado
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trihidrofluoreto de trietilamina (0,94 mL, 5,76 mmol) foi
adicionado e a mistura resultante foi agitada a 25°C por
cerca de 24 horas. A esta mistura foi adicionada uma
mistura 1:1 de bicarbonato de sdédio aquoso saturado e agua
(40 mL) e 2-metiltetrahidrofurano e a mistura resultante
foi agitada até que o sélido estivesse dissolvido (solugao
de pH de cerca de 8). As camadas foram separadas e a camada
orgidnica foi 1lavada com salmoura (30 mL), seca sobre
sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada em um
evaporador rotativo. O residuo foi dissolvido em 2-
metiltetrahidrofurano (50 mL) e o &cido L-tartdrico sélido
(650 mg) foi adicionado. A mistura resultante foi agitada a
uma temperatura entre 25°C e 30°C por 18 horas e entdo
filtrada através de filtro de papel. O bolo do filtro foi
lavado com 2-metiltetrahidrofurano (10 mL), isopropanol (10
mL) e imediatamente colocado sob vacuo para fornecer o sal
do 4&cido L-tartdrico do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino—4-hidroxifenil)—2—hidroxietilamino]metil}—z,5—

dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbdmico (3,7 g, >97% de pureza).

Etapa F - [Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)-2-hidroxietilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etillpiperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico

A um frasco de fundo redondo de 250 mL foi adicionado
o sal do é&cido L-tartdrico do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino)lmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbdmico (3,5 g) e metanol (35 mL) e a mistura

resultante foi agitada por 15 minutos. Uma mistura 1:1 de
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bicarbonato de sélido aquoso saturado e &agua (70 mL) foi
adicionada por um periodo de 5 minutos e a agitagdo foi
continuada por 2 horas. A mistura semifluida branco gelo
resultante foi filtrada e o bolo do filtro foi lavado com
dgua (20 mL), seco a ar por cerca de 2 horas e entdo seco a
vdcuo durante a noite para fornecer o éster 1-[2-(4-{[(R)-
2- (3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino]metil}-
2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do 4&cido
bifenil-2-ilcarbamico (2,3 g) como uma base livre semi-
cristalina.

Espectros 'H e '*C NMR foram obtidos para uma amostra
do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil)-2-
hidroxietilaminolmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-2-ilcarbémico (22,2 mg
em cerca de 0,75 mL de DMSO-ds;) & temperatura ambiente
usando-se o espectrSmetro JEOL ECX-400 NMR:

14 NMR (400 MHz, DMSO-ds), isbmero principal, & 9,64
(br, 1H), 9,54 (br s, 1H), 9,43 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,26
(s, 1H), 8,03 (d, J = 1,9, 1H), 7,25-7,45 (m, 9H), -7,3
(nd, 1H), 7,07 (s, 1H), 6,88 (d4d, J = 8,2, 1,9, 1H), 6,79
(d, J§ = 8,2, 1H), 5,15 (br, 1H), 4,53 (dd, J = 7,3,4,7,1H),
4,47 (m, 1H), ~3,65 e ~3,60 (par AB, 2H), 2,68 (br m, 2H),
~2,59 (nd, 4H), 2,44 (br t, J = 6,5,2H), 2,20 (s, 3H), -
2,17 (br m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,73 (br, 2H), 1,44(brq,J =
~9,0,2H) .

14 NMR (400 MHz, DMSO-dg), isbmero em menor
quantidade, 5 9,64 (br, 1H), 9,43 (s 1H), 9,26 (br 4, J =
~7,0,1H), 8,67 (s, 1H), 8,50 (br 4, J = ~7,0,1H), 7,25-7,45
(m, 9H), ~7,3 (nd, 1H), 7,07 (s, 1H), ~7,07 (nd, 1H), 6,95

(dd, J = 8,3,1,8,1H), 6,83 (d, J =8,3,1H), 5,15 (br, 1H),
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4,47 (m, 1H), ~3,65 e ~3,60 (AB pair, 2H), 2,68 (br m, 2H),
~2,59 (nd, 2H), 2,44 (br t, 3 = 6,5, 2H), 2,20 (s, 3H),
~2,17 (br m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,73 (br, 2H), 1,44 (br q,
J = ~9,0, 2H).

13¢ NMR (100 MHz, DMSO-ds), isémero principal, & 170,0,
159,9, 153,9, 145,5, 139,3, 137,6, 135,2, 135,0, 134,8,
133,4, 133,4, 130,2, 130,22, 128,6, 128,2, 127,8, 127,4,
127,2, 127,0, 126,1, 125,7, 125,6, 121,7, 118,6, 114,5,
71,4, 70,0, 57,4, 53,9, 50,3, 50,1, 33,7, 30,7, 18,2, 17,5.

3¢ NMR (100 MHz, DMSO-ds), 1isbmero em menor
quantidade, & 170,0, 163,4, 153,9, 147,8, 139,3, 137,6,
135,7, 135,2, 135,0, 134,8, 133,4, 133,4, 130,2, 130,2,
128,6, 128,2, 127,8, 127,4, 127,2, 127,0, 126,1, 125,7,
123,0, 119,6, 115,6, 71,0, 70,0, 57,3, 53,9, 50,3, 50,1,
33,7, 30,7, 18,2, 17,5.

Os espectros de 'H e C NMR mostraram a presenca de um
isémero principal (cerca de 82% em mol) e um isdmero em
menor quantidade (cerca de 18% em mol) que se acredita que
sejam isdmeros rotacionais resultantes de rotagdo impedida
na ligagdo -NH-C(O)H. Acredita-se que o grupo fenil seja
syn em relagdo ao oxigénio do grupo carbonil no isdmero
principal e anti no isdmero presente em menor quantidade.

Exemplo 7

Cristais de semente da forma II do Ester 1-[2-(4-
{{(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino]
metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etillpiperidin-4-ilico do
dcido bifenil-2-ilcarbémico

Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -
2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]

piperidin-4-ilico do 4cido bifenil-2-ilcarbadmico semi-
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cristalino (500 mg) foi dissolvido em metanol (50 mL) e
dgua foi adicionada até que o ponto de névoa fosse
alcancado. A mistura resultante foi agitada a 25°C por 3
horas e o material cristalino resultante foi isolado pela
filtracdo para fornecer o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil)-2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico cristalino (420 mg). Esta base livre
cristalina foi determinada para ter um trago de
calorimetria de escaneamento diferencial (DSC) que exibe um
pico em fluxo de calor endotérmica entre cerca de 142°C a
cerca de 150°C; e um padrdo de difragdo de raio X em pd
(PXRD) possuindo picos de difragdo significantes, entre
outros picos, em 20 valores de cerca de 20,7 + 0,3, 21,6 %
0,3, 22,5 + 0,3 e 23,2 + 0,3. Esta forma de base livre
cristalina & projetada como a Forma II. Informagdo
adicional da Forma II e outras formas de base 1livre
cristalina deste composto estdo divulgadas no Pedido U. S.
comumente cedido de numero , depositado na mesma
data desta (Procura¢do n° P-222-US1l) e Pedido Provisério U.
S. de ntmero 60/794.709, depositado em 25 de abril de 2006,
as divulgag¢des destas estdo aqui incorporadas para
referéncia integralmente.

Exemplo 8

Cristalizagdo da forma II do Ester 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-
formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico

A um frasco de fundo redondo de trés gargalos de 3L

equipado com um agitador suspenso, controle de temperatura
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e funil de adig3o foram adicionados o éster 1-[2-(4-{[(R)-
2- (3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-
2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do &acido
bifenil-2-ilcarbdmico semi-cristalino (14 g) e metanol (1,4
L). Agua (500 mL) foi adicionada em uma porgdo e entdo agua
adicional (200 mL) foi adicionada lentamente até que o
ponto de névoa fosse alcangado. Cristais de semente da
forma II do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-dimetilfenil-

carbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido bifenil-2-
ilcarbamico (50 mg) foram adicionados e a mistura
resultante foi agitada a 25°C por 3 horas em cujo tempo uma
mistura semifluida ndo aglomerada foi desenvolvida. Agua
(300 mL) foi adicionada por um periodo de 15 minutos e a
mistura resultante foi agitada a 25°C durante a noite. A
mistura foi entdo filtrada e o bolo do filtro foi lavado
com &gua (100 mL), seco a ar por cerca de 2 horas e ent&o

seco a VAcuo a temperatura ambiente durante 48 horas para

fornecer o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-
hidroxifenil)-2-hidroxietilamino] metil}-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico (12,5 g, 99,6% de pureza). Este sal
cristalino foi determinado para ser a Forma II.

Exemplo 9

Ester 1-[2-(4-formil-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil]
piperidin-4-ilico de &cido bifenil-2-ilcarbémico

Etapa A - 4-iodo-2,5-dimetilfenilamina

A uma solucdo de 2,5-dimetilanilina (20 g, 165 mmol)
em uma mistura 1:1 de diclorometano e metanol (400 mL) foi

adicionado bicarbonato de sédio (20,8 g, 250 mmol) e
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dicloroiodato tetrametilaménio (I) (44,7 g, 165 mmol). A
mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente por 1
hora e entdo &gua foi adicionada (500 mL). A camada
organica foi removida e lavada com 5% de tiossulfato de
sédio aquoso (500 mL) e salmoura (500 mL). A camada
orgdnica foi ent3o seca sobre sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrada a vAcuo para fornecer 4-iodo-2,5-
dimetilfenilamina (39,6 g, 98% de rendimento). O produto
foi usado sem purificag¢do adicional.

Etapa B - N-(4-iodo-2,5-dimetilfenil)acrilamida

A uma solugdo de 4-iodo-dimetilfenilamina (37,2 g, 151
mmol) em diclorometano (500 mL) foi adicionado bicarbonato
de sédio (25,4 g, 302 mmol). A mistura resultante foi
resfriada a 0°C e cloreto de acriloila (12,3 mL, 151 mmol)
foi adicionado lentamente por um periodo de 25 minutos. A
mistura resultante foi agitada & temperatura ambiente
durante a noite e entd3o filtrada. O volume do filtrado foi
reduzido a cerca de 100 mL e o precipitado foi formado. O
precipitado foi filtrado, seco, lavado com &gua (1L) e
entdo seco novamente para fornecer a N-(4-iodo-2,5-
dimetilfenil)acrilamida (42,98g, 95% de pureza, 90% de
rendimento). O produto foi usado sem purificag@o adicional.

Etapa C - Ester 1-[2-(4-iodo-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]lpiperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico

A uma solucdo de N-(4-iodo-2,5-dimetilfenil)acrilamida
(32,2 g, 107 mmol) em uma mistura 6:1 v/v N-
dimetilformamida e isopropanol (700 mL) foi adicionado o
éster piperidin-4-ilico do A&cido bifenil-2-ilcarbamico

(36,3 g, 123 mmol). A mistura resultante foi aquecida a
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50°C por 24 horas e ent3o a 80°C por 24 horas. A mistura
reacional foi entdo resfriada & temperatura ambiente e
concentrada a vacuo. O residuo foi dissolvido em
diclorometano (1L) e esta solugdo foi lavada com &acido
hidroclérico aquoso 1N (500 mL) e &gua (500 mL), salmoura
(500 mL) e solucdo de bicarbonato de sédio aquoso saturada
(500 mL). A camada orginica foi entdo seca sobre sulfato de
magnésio anidro e filtrada. Etanol (400 mL) foi adicionado
e a mistura resultante foi concentrada a vadcuo a um volume
de cerca de 400 mL, em cujo tempo um precipitado foi
formado. O precipitado foi filtrado e seco para fornecer o
éster 1-[2-(4-iodo-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]
piperidin-4-ilico do &cido bifenil-z—ilcérbémico (59,69,
84% de pureza, 79% de rendimento), m/z: [M + H'] calculado
para C,sH;2IN303 = 598,49; encontrado = 598,5.

Etapa D - Ester metilico do &cido 4-{3-[4-(bifenil-2-

ilcarbamoiloxi)piperidin-l—il]propionilamino}-z,5-

dimetilbenzdico
A uma solugdo do éster 1-{2-(4-iodo-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico do acido

bifenil-2-ilcarbamico (56 g, 94 mmol) em uma mistura 5:1
v/v de N,N-dimetilformamida e metanol (600 mL) foram
adicionados diispropiletilamina (49 mL, 281 mmol), 1,3-
bis(difenilfosfino)propano (3,9 g, 9,4 mmol) e acetato de
paladio II (2,1 g, 9,4 mmol). A mistura resultante foi
purgada com mondéxido de carbono e entdo agitada durante a
noite entre 70°C e 80°C sob atmosfera de monéxido de
carbono (pressdo de Dbaldo). A mistura reacional foi
concentrada a vaAcuo e o residuo foi dissolvido em

diclorometano (500 mL). Esta mistura foi lavada com &cido
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hidroclérico aquoso 1N (500 mL), &gua (500 mL) e entdo
salmoura (500 mL). A camada orgdnica foi entdo seca sobre
sulfato de magnésio anidro, filtrada e entdo concentrada a
vacuo. O residuo foi misturado com etanol (cerca de 5:1 v/p
entre etanol e residuo) e a mistura foi aquecida até que
todos material sélido estivesse dissolvido. Esta solugdo
foi deixada a resfriar lentamente até temperatura ambiente
e o precipitado resultante foi isolado por filtragdo para
fornecer o éster metilico do &cido 4-{3-[4-(bifenil-2-
ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionilamino}-2,5-

dimetilbenzéico (47,3 g, 97% de pureza, 92% de rendimento),

m/z: [M + H'] calculado para Cs3;H;sN30s = 530,63; encontrado
= 530,4.

Etapa E - Ester 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-ilico de acido

bifenil-2-ilcarbamico

A uma solugdo do éster metilico do A&cido 4-{3-[a-
(bifenil-2-ilcarbamoiloxi)piperidin-1-il]propionilamino}-
2,5-dimetilbenzéico (49,8 g, 93,9 mmol) em tetrahidrofurano
(200 mL) foi resfriado a 0°C e hidreto de litio e aluminio
(10,7 g, 281,7 mmol) foi adicionado em porgdes (10 x 1,07
g). A mistura resultante foi agitada por 3 horas e entdo
éguav(10,7 mL) foi adicionada, seguida por hidrdéxido de
sédio aquoso 1N (10,7 mL) e &gua adicional (32,1 mL) . Esta
mistura foi agitada durante a noite e entdo filtrada. A
camada orgadnica foi concentrada a vacuo e o residuo foi
misturado com acetato de etila (cerca de 5:1 v/p de acetato
de etila e residuo). Esta mistura foi aquecida até que o
material sbélido estivesse dissolvido e entdo a solugdo foi

deixada a resfriar até temperatura ambiente. O precipitado
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resultante foi filtrado e seco para fornecer o éster 1-[2-
(4-hidroximetil-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil]piperidin-4-
ilico do @&cido bifenil-2-ilcarbimico (24,6 g, 95% de
pureza, 47,5% de rendimento). Este material foi usado sem
purificacdo adicional. m/z: [M + H'] calculado para
C30H35N30, = 502,62; encontrado = 502,5.

Etapa F - Ester 1-[2-(4-formil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etillpiperidin-4-ilico do dcido
bifenil-2-ilcarbéamico

A uma solucdo de éster 1-[2-(4-hidroximetil-2,5-
dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do ac bifenil-
2-ilcarmdmico (5,0 g, 10 mmol) em diclorometano (200 mL) a
0°C foi adicionado diisopropiletilamina (8,7 mL, 50 mmol) e
dimetilsulféxido (5,6 mL, 100 mmol). A mistura resultante
foi resfriada a 0°C e o complexo de tridéxido de enxofre-
piridina (8,0 g, 50 mmol) foi adicionado. A mistura
reacional foi agitada por 1 hora a 0°C e entdo agua (300
mL) foi adicionada. A camada orgdnica foi removida e lavada
com &cido hidroclérico aquoso (300 mL) e salmoura (300 mL).
A camada orginica foi entdo seca sobre sulfato de magnésio
anidro e filtrada. A solugdo resultante contendo o éster 1-
[2-(4-fqrmi1-2,5—dimetilfenilcarbamoil) etil]piperidin-4-
ilico do 4&cido bifenil-2-ilcarbamico foi usada sem
purificacdo adicional, m/z: [M + H'] calculado para
C;30H33N304 = 500,60; encontrado = 500,4.

Exemplo 10

Cultura de célula e preparag¢do de membrana a partir de
células que expressam Os receptores muscarinicos M;, Mz, M;
e M; humanos

Linhas de célula CHO que expressam de forma estavel os
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subtipos do receptor muscarinico hM;, hM;, hM; e hMy; humano
clonado, respectivamente, foram desenvolvidas até quase
confluéncia em meio de HAM’'s F-12 suplementado com FBS 10%
e 250 pg/mL de Geneticin. As células foram desenvolvidas em
5% de CO,, incubador a 37°C e suspensas com 2 mM de EDTA em
dPBS. As células foram coletadas por 5 minutos de
centrifugagcio a 650 x g, e as pelotas de célula foram
armazenadas congeladas a -80°C ou as membranas foram
preparadas imediatamente para uso. Para a preparagdao da
membrana, as pelotas de célula foram ressuspensas em tampao
de 1lise e homogeneizadas com um disruptor de tecido
Polytron PT-2100 (Kinematica AG; 20 segundos x 2 rupturas).
As membranas brutas foram centrifugadas a 40.000 x g por 15
minutos a 4°C. A pelota de membrana foi entdo ressuspensa
com tampdo de ressuspensdo e homogeneizada novamente com O
disruptor de tecido Polytron. A concentragdo da proteina da
suspensdo da membrana foi determinada pelo método descrito
em Lowry e outros, 1951, Journal of Biochemistry, 193, 265.
Todas as membranas foram armazenadas congeladas em
aliquotas de -80°C ou usadas imediatamente. Aliquotas de
receptor hMs; preparadas foram adquiridas diretamente de

Perkin Elmer (Wellesley, MA) e armazenadas a -80°C até o

uso.

Exemplo 11

Ensaio de Ligagdo de Radioligante para Receptores
Muscarinicos

Os ensaios de ligag¢d3o de radioligante para receptores
muscarinicos <clonados foram executados em placas de
microtitulacdo de 96 cavidades em um volume de ensaio total

de 100 pL. Membranas de célula CHO que expressam de forma
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estavel o subtipo do receptor muscarinico hM;, hM;, hM;, hM,
ou hMg foram diluidas em tampdo de ensaio as seguintes
concentrac¢des de proteina alvo especificadas (pg/cavidade):
10 ug para hM;, 10-15 pg para hM,, 10-20 pg para hM;, 10-20
pg para hM,, e 10-12 pg para hMs para obtengcdo de sinal
similares (cpm) . As membranas foram rapidamente
homogeneizadas usando-se um disruptor de tecido Polytron
(10 segundos) antes da adigdo da placa de ensaio. Os
estudos de ligagdo de saturagdo para determinar os valores
de Kp do radioligante foram executados usando-se cloreto de
L- [N-metil-’H] scopolamina metil ([?H]-NMS) (TRK666, 84,0
Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
England) a concentra¢des variando de 0,001 nM a 20 nM. Os
ensaios de deslocamento para determinagdo dos valores de K;
dos compostos de teste foram executados com [H] -NMS a 1 nM
e onze diferentes concentragdes de composto de teste. Os
compostos de teste foram inicialmente dissolvidos a uma
concentracdo de 400 pM em tampdo de diluigdo e entdo
diluido serialmente 5 vezes com tampdo de diluigdo a
concentra¢des finais variando de 10 pM a 100 uM. A ordem de
adicdo e os volumes para as placas de ensaio foram como
segue: 25 uL de radioligante, 25 pyL de composto de teste
diluido e 50 pL de membranas. As placas de ensaio foram
incubadas por 60 minutos & 37°C. As reagdes de ligagao
foram finalizadas por rapida filtragdo sobre placas de
filtro de fibra de vidro GF/B (PerkinElmer Inc.) pré-
tratadas com BSA 1%. As placas de filtro foram lavadas trés
vezes com tampdo de lavagem (HEPES 10 mM) para remover a
radioatividade ndao ligada. As placas foram entdo secas ao

ar e 50 pL de fluido de cintilagdo liquido Microscint-20
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(PerkinElmer Inc.) foram adicionados a cada cavidade. As
placas foram entdo contadas em um contador de cintilagao
liquida PerkinElmer Topcount (PerkinElmer Inc.). Os dados
de ligagcd3o foram analisados por andlise de regressdo ndo
linear com o pacote de software GraphPad Prism Software
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) usando-se o modelo
de competigdo de sitio Gnico. Os valores de K; para oOs
compostos de teste foram recalculados a partir de valores
de IC;, observados e o valor de Kp; do radioligante, usando-
se a equag¢do de Cheng-Prusoff (Cheng Y; Prusoff W. H.
(1973) Biochemical Pharmécology, 22(23) :3099-108). Os
valores de K; foram convertidos a valores de pK; para
determinar a média geométrica e intervalos de 95% de
seguranca. Esta estatistica concisa foi entdo convertida de
volta a valores de K; para relatdrio de dados.

Neste ensaio, um valor de K; menor indica que o
composto de teste possui uma afinidade de 1ligagdo maior
para o receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-
{[(R)-2-(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino]
metil}-2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]l piperidin-4-ilico do
dcido bifenil-2-ilcarbamico (composto IIa) possui um valor
de K; menor que 10 nM para os subtipos do receptor
muscarinico M;, M;, M3, My e Ms.

Exemplo 12

Cultura de célula e preparag¢do de membrana a partir de
células que expressam os receptores P;-, PB.- Pi;-adrenérgicos
humanos

Linhas de células de rim embridénicas humanas (HEK-293)
que expressam de forma estdvel os receptores pi- e Po-

adrenérgicos humanos clonados ou linhas de célula ovariana
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de hamster Chinés (CHO) que expressam de forma estavel os
receptores Bs-adrenérgicos humanos clonados foram
desenvolvidas até quase confluéncia em meio DMEM ou Hams F-
12 com FBS 10% na presenga de 500 upg/mL de Geneticin. A
monocamada de célula foi suspensa com EDTA 2mM em PBS. As
células foram peletizadas por centrifugag¢ao a 1.000 rpm, e
as pelotas de célula foram ou armazenadas congeladas a -
80°C ou as membranas foram preparadas imediatamente para
uso. Para preparagdao das membranas que expressam OS
receptores PB; e PB,, as pelotas de célula foram ressuspensas
em tampdo de lise (10 mM HEPES/HCl, 10 mM EDTA, pH 7,4 a 4
°C) e homogeneizadas usando-se um homogeneizador de vidro
Dounce (30 golpes) de encaixe firme em gelo. Para as
membranas que expressam O receptor PB; mais sensiveis a
protease, as pelotas de célula foram homogeneizadas em
tampdo de 1lise (10 mM HEPES/HCl, 10 mM EDTA, pH 7,4)
suplementado com um comprimento de “Complete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets with 2 mM EDTA” para cada 50 mL
de tampdo (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN).
O homogenato foi centrifugado a 20.000 x g, a pelota
resultante foi lavada uma vez com tampdo de lise por
ressuspensdo e centrifuga¢do conforme acima. A pelota final
foi entd3o ressuspensa em tampdo de ensaio de ligagdo gelado
(75 mM Tris/HCl1 pH 7,4, 12,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA). A
concentracdo da proteina da suspensdo da membrana foi
determinada pelos métodos descritos em Lowry e outros,
1951, Journal of Biochemistry, 193, 265; e Bradford,
Analytical Biochemistry, 1976, 72, 248-54. Todas as
membranas foram armazenadas congeladas em aliquotas a -80°C

ou usadas imediatamente.
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Exemplo 13

Ensaio de Ligagdo de Radioligante para Receptores f;-,
B2- Ps-adrenérgicos Humanos

Os ensaios de ligag¢do foram executados em placas de
microtitulacdo de 96 cavidades em um volume de ensaio total
de 100 upL com 10-15 pg de proteina de membrana contendo os
receptores B;-, P2- Pi-adrenérgicos humanos em tampdo de
ensaio (75 mM Tris/HCl pH 7,4 a 25 °C, 12,5 mM MgCl;, 1 mM
EDTA, 0,2% BSA). Estudos de 1ligagdo de saturagdo para
determinacdo dos valores de K4q do radioligante foram feitos

usando-se [*H) -dihidroalprenolol (NET-720,100 Ci/mmol,

PerkinElmer Life Sciences 1Inc., Boston, MA) para os
receptores B, e B, e ['*°I]-(-)-iodocianopindolol (NEX-
189,220 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston,

MA) em 10 ou 11 concentragdes diferentes variando de 0,01
nM a 20 nM. Os ensaios de deslocamento para determinagao
dos valores de K; dos compostos de teste foram feitos com
[*H] -dihidroalprenolol a 1 nM e [**°I]-(-)-iodocianopindolol
a 0,5 nM para 10 ou 11 concentragdes diferentes variando de
10 pM a 10 pM. A ligagdo ndo especifica foi determinada na
presenca de propanolol 10 pM. Os ensaios foram incubados
por 1 hora & 37°C, e entdo as reagles de ligagdao foram
finalizadas por rapida filtragdo sobre GF/B para os
receptores PB; e B, ou placas de filtro de fibra de vidro
GF/C para os receptores f; (Packard BioScience Co.,
Meriden, CT) pré-umedecidos em polietilenoimina 0,3%. As
placas de filtro foram lavadas trés vezes com tampdo de
filtragdo (Tris/HCl 75 mM, pH = 7,4 a 4°C, MgCl, 12,5 mM,
EDTA 1 mM) para remover radioatividade ndo 1ligada. As

placas foram secas e 50 pL de fluido de cintilagdo liquidos
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Microscint-20 (Packard BioScience Co. , Meriden, CT) foram
adicionados e as placas foram contadas em um contador de
cintilagdo Packard Topcount (Packard BioScience Co.,
Meriden, CT). Os dados de liéagéo foram analisados por
anilise de regressio ndo linear com o pacote de software
GraphPad Prism Software (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA) wusando-se o modelo de 3 pardmetros para
competicdo de sitio Gnico. O minimo da curva foi fixado ao
valor para ligagd3o ndo especifica, conforme determinado na
presenga de propanolol 10 uM. Os valores de K; para Os
compostos de teste foram calculados a partir de valores de
ICs, observados e o valor de Kp do radioligante, usando-se a
equagdo de Cheng-Prusoff (Cheng Y; Prusoff W. H.
Biochemical Pharmacology, 1973 22, 23, 3099-108).

Neste ensaio, um valor de K; menor indica gque um
composto de teste possui uma afinidade de ligagdo maior
para o receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-
{[(R)—2-(3—formilamino—4—hidroxifenil) -2-hidroxietilamino]
metil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do
dcido bifenil-2-ilcarbdmico (composto IIa) possui um valdr
de K; menor que 10 nM o receptor B;-adrenérgico e valores
de kI maiores que 1000 nM para os receptores pi- e PBs-
adrenérgicos.

Exemplo 14

Ensaios funcionais de Antagonismo para os Subtipos do
Receptor Muscarinico

Ensaio A. Bloqueio da Inibig8o Mediada por Agonista do
Acimulo de cAMP

Neste ensaio, a poténcia funcional de um composto de

teste como um antagonista para o receptor hM; foi



10

15

20

25

30

91/110

determinada por medig¢des da capacidade do composto de teste
de bloquear a inibig3o de oxotremorina do actmulo cAMP
medida por forscolina em células CHO-K1 que expressdo O
receptor hM,. Os ensaios de CAMP foram executados em um
formato de radioimunoensaio usando-se Flashplate Adenylyl
Cyclase Activation Assay System com "2°I-cAMP (NEN SMP004B,
PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA) de acordo com
as instrugdes do fabricante. As células foram rinsadas com
dPBS e suspensas com solugdo Tripsina-EDTA (tripsina
0,05%/EDTA 0,53 mM) conforme descrito né segdo de Cultura
de Célula e Preparagdo de Membrana acima. As células
separadas forma lavadas duas vezes por centrifugagdo a 650
X g por 5 minutos em dPBS 50 mL. A pelota de célula foi
entdo ressuspensa em 10 mL de dPBS, e as células forma
contadas com um Coulter Z1 Dual Particle Counter (Beckman
Coulter, Fullerton, CaMVv 358). As células foram
centrifugadas novamente a 650 x g por 5 minutos e
ressuspensas em tampdo de estimulagdo a uma concentragdo de
ensaio de 1,6 x 10° a 2,8 x 10° células/mL.

O composto de teste foi inicialmente dissolvido a uma
concentragcdo de 400 pM em tampdo de diluigdo (dPBS
suplementado com 1 mg/mL de BSA (0,1%)), e entdo diluido
serialmente com tampdo de diluic¢do a concentrag¢des finais
variando de 100 uM é 0,1 nM. Oxotremorina foi diluida de
uma maneira similar.

Para medir a inibic¢do da atividade da adenilil ciclaée
pela oxotremorina, 25 pL de forscolina (concentragdo final
de 25 uM diluida em dPBS), 25 pL de oxotremorina diluida e
50 pL de células foram adicionados as cavidades de ensaio

do agonista. Para medir a capacidade de um composto de



10

15

20

25

30

92/110

teste de bloquear a atividade da adenilil ciclase inibida
por oxotremorina, 25 uyL de forscolina e oxotremorina
(concentra¢des finais de 25 puM e 5 upM, respectivamente,
diluidas em dPBS), 25 pL do composto de teste diluido e 50
pL de células foram adicionados as cavidades de ensaio
restantes.

As reagdes foram incubadas por 10 minutos a 37°C e
interrompidas por adigdo de 100 pL de tampdo de detecgdo
gelado. As placas foram seladas, incubadas durante a noite
4 temperatura ambiente e contadas na manhd seguinte em um
contador de <cintilag¢do 1liquida PerkinElmer  TopCount
(PerkinElmer Inc., Wellesley, MA). A quantidade de CcAMP
produzida (pmol/cavidade) foi calculada com base nas
contagens observadas para as amostras e padrdes de CcAMP,
conforme descrito no manual do usuario do fabricante. Os
dados foram analisados por andlise de regressdo ndo linear

com o pacote de software GraphPad Prism Software (GraphPad

- Software, Inc., San Diego, CA) usando-se o modelo de

regressdo ndo linear, equagdo de competigdo de sitio Gnico.
A equacgdo de Cheng-Prusoff foi usada para calcular o Kebs,
usando-se o ECs, da curva de resposta de concentragdo de
oxotremorina e a concentragdao do ensaio de oxotremorina
como o Kp e [L], respectivamente.

Neste ensaio, um valor de Kgs menor indica que o
composto de teste possui uma atividade funcional maior no
receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-
(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-
2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil]l piperidin-4-ilico do &cido
bifenil-2-ilcarbdmico (composto IIa) possui um valor de Kgps

menor que 10 nM para bloqueio da inibigdo de oxotremorina
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do acimulo de cAMP mediado por forscolina em células CHO-K1
expressando os receptor hM,.

Ensaio B - Bloqueio de Ligagdo [**S]GTPyS Mediada por
Agonista

Neste ensaio funcional, a poténcia funcional de um
composto de teste como um antagonista do receptor hM, foi
determinada medindo-se a capacidade do composto de teste de
bloquear a ligagdo [**S]1GTPYS estimulada por oxotremorina
em em células CHO-K1 expressando o receptor hM,.

No momento do uso,. membranas congeladas foram
descongeladas e ent3o diluidas em tampdo de ensaio como uma
concentracdo de tecido final de 5-10 pg de proteina por
cavidade. As membranas foram rapidamente homogeneizadas
usando-se um disruptor de tecido Polytron PT-2100 e entdo
adicionadas as placas de ensaio.

O valor de ECy, (concentragdo efetiva para resposta
maxima de 90%) para estimulo de ligagdo de [*°S] GTPYS pela
oxotremorina agonista foi determinado em cada experimento.

Para determinar a capacidade de um composto de teste

em inibir a 1ligagcdo de [’°S]GTPyS estimulada por

.oxotremorina, o seguinte foi adicionado a cada cavidade das

placas de 96 cavidades: 25 upL de tampdo de ensaio com
[**S]1GTPyS (0,4 nM), 25 pL de oxotremorina (ECy) e GDP (3
pM), 25 pupL de composté de teste diluido e 25 uyL de
membranas de célula CHO expressando o receptor hM;. As
placas de ensaio foram entd3o incubadas a 37°C por 60
minutos. As placas de ensaio foram filtradas sobre filtros
GF/B pré-tratados com 1% de BSA usando-se um coletor de 96
cavidades PerkinElmer. As placas foram rinsadas com tampdo

de 1avagemA resfriado com gelo por 3 vezes durante 3
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segundos e entd3o foram secas a ar ou a vacuo. Liquido de
cintilagdo Microscint-20 (50 pL) foi adicionados a cada
cavidade, e cada placa foi selada e a radioatividade foi
contada em um Topcounter (PerkinElmer). Os dados foram
analisados por andlise de regressdo ndo linear com o pacote
de software GraphPad Prism Software (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA) usando-se o modelo de regressdo nao
linear, a equagdo de competigdo de sitio Gnico. A equagao
de Cheng-Prusoff foi usada para calcular o Kobs, usando-se
os valores de ICs, da curva de resposta de concentragao
para o composto de teste e a concentragdo de oxotremorina
no ensaio como o Kp, e [L], concentragdo de 1ligante,
respectivamente.

Neste ensaio, um valor de Kgs menor indica que O
composto de teste possui uma atividade funcional maior no
receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-
(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino] metil}-
2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil] piperidin-4-ilico do &cido
bifenil-2-ilcarbdmico (composto IIa) possui um valor de Kops
menor que 10 nM para bloqueio da ligagdo [’°S]GTPyS
estimulada por oxotremorina em células CHO-K1 expressando
os receptor hM,.

Ensaio C - Bloqueio de Liberagdo de Cdlcio Mediada por
Agonista através de Ensaios de FLIPR

Neste ensaio funcional, a poténcia funcional de um
composto de teste como um antagonista de receptores hM,
hM; e cMs foi determinada medindo-se a capacidade do
composto de teste para inibir os aumentos mediados por
agonista no cdlcio intracelular.

Células CHO expressando estavelmente os receptores
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foram semeadas em placas FLIPR de 96 cavidades na noite
antes que o ensaio foi feito. As células semeadas sdo
lavadas duas vezes com tampdo FLIPR (10 mm HEPES, pH = 7,4,
cloreto de cdlcio 2 mM, probenecid 2,5 mN em solugdo salina
tamponada de Hank (HBSS) sem cédlcio e magnésio) usando-se
Cellwash (MTX Labsystems, Inc.) para remover o meio de
crescimento. Apds lavagem, cada cavidade continha 50 pl de
tampdo FLIPR. As células foram entdo incubadas com 50
pL/cavidade de 4 pM FLUO-4AM (uma solugdo 2X foi feita) por
40 minutos a 37°C, 5% de didéxido de carbono. Seguindo-se o
periodo de incubagdo do corante, as células foram lavadas
duas vezes com tampdo FLIPR, deixando um volume final de 50
pL em cada cavidade.

O estimulo dependente de dose da liberagdo ca®*
intracelular para oxotremorina foi determinado de forma que
o composto de teste poderia ser medido contra o estimulo de
oxotremorina a uma concentragdo de ECy. As células foram
primeiro incubadas com tampdo de diluigdo de composto por
20 minutos e entdo oxotremorina foi adicionada. Um valor de
ECyo para oxotremorina foi gerada de acordo com o método
detalhado na medigdo com FLIPR e a segdo de redugdo dos
dados abaixo, em conjunto com a Férmula ECF = ((F/100-
F)?1/H) * ECso. Uma concentragdo de oxotremorina de 3 x ECr
foi preparada em placas de estimulo de forma que uma
concentracdo de ECy, de oxotremorina foi adicionada a cada
cavidade nas placas de ensaio de teste.

Os parametros usados para FLIPR foram: duragdo de
exposigdo de 0,4 segundo, forga do laser de 0,5 watts,
comprimento de onde da excitagdo de 488 nm, e comprimento

de onda de emissdo de 550 nm. A linha base foi determinada
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medindo-se a mudanc¢a na florescéncia por 10 segundos antes
a adicdo de oxotremorina. Depois da estimulagdo do
oxotremorina, o FLIPR mediu continuamente a mudanga de
fluorescéncia a cada 0,5 a 1 segundo por 1,5 minuto para
capturar a mudanga de fluorescéncia maxima.

A mudanga de fluorescéncia foi expressa como
fluorescéncia maxima menos a fluorescéncia da linha de base
para cada cavidade. Os dados brutos foram analisados contra
o logaritmo da concentragdo do composto de teste por
regressdo ndo linear com GraphPad Prism (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA) usando-se o nmdelo construido para
resposta de dose sigmoidal. Os valores de Keps dO
antagonista foram determinados por Prism usando-se o valor
ECso, de oxotremorina como o Kp e ECy de oxotremorina para a
concentracdo de ligante de acordo com a equagdo de Cheng-
Prusoff (Cheng & Prusoff, 1973).

Neste ensaio, um valor de Kgps menor indica que o
composto de teste possui uma atividade funcional maior no
receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-
(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino] metil}-
2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil] piperidin-4-ilico do &cido
bifenil-2-ilcarbdmico (composto IIa) possui um valor de Kops
menor que 10 nM para bloqueio da 1liberagdo de célcio
mediada por agonista em células CHO expressando de forma
estidvel os receptores hM;, hM;, cMs.

Exemplo 15

Ensaio Flashplate de cAMP de célula integral em linhas
de célula CHO expressando de forma heterdloga os receptores
B1, B2 e P3-adrenérgicos humanos

Os ensaios de cAMP foram executados em um formado de
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radioimunoensaio usando-se o “Flashplate Adenylyl Cyclase
Activation Assay System” com ['?°I]-cAMP (NEN SMP004,
PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA), de acordo com
as instrucdes dos fabricantes. Para determinagdo da
poténcia agonista do receptor B; e Bz (ECs)), linhas de
célula HEK-293 expressando de forma estavel os receptores
B, e B, foram desenvolvidos até quase confluéncia em DMEM
suplementado com 10% FBS e Geneticin (500 pg/mL). Para a
determinagdo da poténcié do agonista do receptor B3 (ECso),
linhas de <célula CHO-Kl1 expressando estavelmente os
receptores Pi;-adrenérgicos humanos clonados foram
desenvolvidas até quase confluéncia em meio F-12 de Hams
suplementado com FBS 10% e Geneticin (250 pg/mL). As
células foram rinsadas com PBS e separadas em dPBS (solugdo
salina tamponada com fosfato de Dulbecco, sem CaCl; e
MgCl,) contendo EDTA 2 mM ou solugdo de Tripsina-EDTA
(tripsina 0,05%/EDTA 0,53 mM). Apds contagem das células em
um contador de célula Coulter, as células foram peletizadas
por centrifugacdo a 1.000 rpm e ressuspensas em tampdo de
estimulacdo contendo IBMX (PerkinElmer Kit) pré-aquecido a
temperatura ambiente a uma concentragdo de 1,6 X 10° a 2,8
x 10° células/mL. Cerca de 40.000 a 80.000 células por
cavidade foram usados deste ensaio. Os compostos de teste
(10 mM em DMSO) foram diluidos em‘PBS contendo BSA 0,1% em
Beckman Biomek-2000 e testados em 11 diferentes
concentracdes variando de 100 pM a 1 pM. As reagdes foram
incubadas por 10 minutos a 37°C e interrompidas
adicionando-se 100 upyL de tampdo de detec¢éo frio contendo
[*2°1] -cAMP (NEN SMP004, PerkinElmer Life Sciences, Boston,

MA). A quantidade de cAMP produzida (pmol/cavidade) foi
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calculada com base nas contagens observadas para as
amostras e padrdes de cAMP, conforme descrito no manual do
usudrio do fabricante. Os dados foram analisados por
andlise de regressdo ndo linear com o pacote de software
GraphPad Prism Software (GraphPad Software, 1Inc., San
Diego, CA) com a equagdo sigmoidal. A equagdo de Cheng-
Prusoff (Cheng Y, e Prusoff WH., Biochemical Pharmacology,
1973, 22, 23, 3099-108) foi usada para calcular os valores
de ECgg.

Neste ensaio, um valor de ECs, menor indica que o

composto de teste possui uma atividade funcional maior no

receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-

(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-
2,5-dimetilfenilcarbamoil)etil] piperidin-4-ilico do a&acido
bifenil-2-ilcarbdmico (composto IIa) possui um valor de
ECso menor que 10 nM o receptor B;-adrenérgico, um valor de
ECso de cerca de 30 nM para o receptor B,-adrenérgico; e um
valor de EC50 maior que 700 nM para os receptores ;-
adrenérgico.

Exemplo 16

Ensaio Flashplate de cAMP de célula integral com uma
Linha de Célula Epitelial de Pulmdo Expressando de Forma
Enddgena o Receptor B;-Adrenérgico Humano

Neste ensaio, a poténcia do agonista e atividade
intrinseca de um composto de teste foram determinados
usando-se uma linha de célula expressando niveis enddgenos
do receptor bz—adrenérgico; As células de uma 1linha de
célula epitelial de pulmdo humano (BEAS-2B) (ATCC CRL-9609,
American Type Culture Collection, Manassas, VA) (January B,

e outros British Journal of Pharmacology, 1998,123, 4, 701-
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11) foram desenvolvido a 75-905 de confluéncia em meio
completo livre de soro (meio LHC-9 contendo epinefrina e
dcido retindico, Biosource International, Camarillo, CA).
No dia antes do ensaio, o meio foi trocado para LHC-8
(nenhuma epinefrina ou acido retindico, Biosource
International, Camarillo, CA). Os ensaios de cAMP foram
executados em um formado de radioimunoensaio usando-se o
“Flashplate Adenylyl Cyclase Activation Assay System” com
[*2°I] -cAMP (NEN SMP004, PerkinElmer Life Sciences 1Inc.,
Boston, MA), de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
No dia do ensaio, as células foram rinsadas com PBS,
suspensas através de raspagem com EDTA 5 mM em PBS, e
contadas. As células foram peletizadas por centrifugag¢do a
1000 rpm e ressuspensas em tampdo de estimulagdo pré-
aquecido a 37°C a uma concentragdo final de 600.000
células/mL. As células foram usadas a uma concentragao
final de 100.000 células/cavidade neste ensaio. Os
compostos de teste foram serialmente diluidos em tampdo de
ensaio (75 mM Tris/HCl pH 7,4 a 25 °C, MgCl; 12,5 mM, EDTA
1 mM, BSA 0,2%)’ em Beckman Biomek-2000. Os compostos foram
testados no ensaio com 11 diferentes concentragdes,
variando de 10 uM a 16 pM. As reag¢des foram incubadas por
10 minutos a 37°C e interrompidas por adigdo de 100 pL de
tampdo de detecgdo gelado. As placas foram seladas,
incubadas durante a noite a 4°C e contadas na manhad
seguinte em um contador de cintilagdo Topcount - (Packard
BioScience Co., Meriden, CT). A quantidade de CcAMP
produzida por mL de reagdo foi calculada com base nas
contagens observadas para as amostras e padrlOes de cAMP,

conforme descrito no manual do usuario do fabricante. Os
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dados foram analisados por andlise de regressdo ndo linear
com o pacote de software GraphPad Prism Software (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA) usando-se o modelo de 4
parametros para resposta de dose sigmoidal com inclinagdo
variavel.

Neste ensaio, um valor de ECs, menor indica que o
composto de teste possui uma atividade funcional maior no
receptor testado. Descobriu-se que o éster 1-[2-(4-{[(R)-2-
(3-formilamino-4-hidroxifenil) -2-hidroxietilamino]metil}-
2,5-dimetilfenil-carbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido
bifenil-2-ilcarbamico (composto IIa) possui um valor de
ECs, menor que 10 nM com valor de atividade intrinseco
maior 0,3 comparado com um isoproterenol agonista B
completo (1,0).

Exemplo 17

Ensaio de Einthoven para determinag8o de eficdcia e
duragdo broncoprotetora

Neste ensaio, a eficdcia broncoprotetora e a duragdo
dos compostos de teste foram determinadas usando-se
porquinhos da india. Este ensaio foi derivado dos
procedimentos descritos em Einthoven (1892) Pfugers Arch.
51: 367 - 445; e Mohammed e outros. (2000) Pulm Pharmacol
Ther. 13(6):287-92. Neste ensaio, as mudangas na pressdo de
ventilacdo servem como uma medida substituta de resisténcia
das vias aéreas. Seguindo-se o pré-tratamento com um
composto de teste, a poténcia do antagonista muscarinico
foi determinada usando-se curvas de 7resposta a dose
broncoconstritora para metacolina intravenosa na presenca
de propanolol. Similarmente, a poténcia broncoprotetora do

agonista P, foi determinada usando-se histamina. A poténcia
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broncoprotetora combinada foi determinada usando-se
metacolina na auséncia de propanolol.

O ensaio foi conduzido usando-se porquinhos da india
machos Duncan-Hartley (Harlan, Indianapolis, IN), pesando
entre 250 e 400 g. Um composto de teste ou veiculo (isto &,
dgua estéril) foi doseado por inalagdo (IH) durante um
periodo de tempo de 10 minutos em uma cdmara de dosagem de
exposigdo corporal total (R+S Molds, San Carlos, CA),
usando-se 5 mL de solugdo de dosagem. Os animais foram
expostos a um aerossol gerado a partir de um Conjunto
Nebulizador LC Star (Modelo 22F51, PARI Respiratory
Equipment, Inc. Midlothian, VA) acionado por Bioblend (uma
mistura de CO, = 5%, O, = 21% e N, = 74%) a uma pressdo de
0,152 MPa. A funcdo pulmonar foi avaliada em varios pontos
de tempo apds a dosagem da inalagdo.

Setenta e cinco minutos antes do inicio do ensaio, os
porquinhos-da-india foram anestesiado com uma injegao
intramuscular de uma mistura de cetamina (43,7 mg/kg),
xilazina (3,5 mg/kg) e acepromazina (1,05 mg/kg). Uma dose
suplementar desta mistura (50% da dose inicial) foi
administrada conforme necessdrio. A veia jugular e a
artéria cardétida foram isoladas e entubadas com cateteres
de polietileno cheios com solugdo salina (micro-renathane e
PE-50, respectivamente, Beckton Dickinson, Sparks, MD). A
artéria cardtida foi conectada a um transdutor de pressdo
para permitir a medigd3o da pressdo sanguinea e a canula da
veia jugular foi usada para injegdo IV da metacolina ou
histamina. A traquéia foi entdo dissecada livremente e
entubada com uma agulha 14G (#NE-014, Small Parts, Miami

Lakes, FL). Uma vez que a entuba¢do estava completa, os
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porquinhos da india foram ventilados usando-se um
respirador (Modelo 683, Harvard Apparatus, Inc., MA)
ajustado a um volume de golpe de 1 mL/100 g de peso
corporal mas ndo excedendo o volume 2,5 mL, e a uma taxa de
100 golpes por minuto. A pressdo de ventilagdo (VP) foi
medida na cénula traqueal usando-se um transdutor Biopac
conectado a um pré-amplificador Biopac (TSD 137C). A
temperatura corporal foi mantida a 37°C usando-se uma placa
de aquecimento. Antes de iniciar a coleta de dados,
pentobarbital (25 mg/kg) foi administrado de forma
intraperitoneal (IP) para suprimir respiragdo espontdnea e
obter uma linha de base estdvel. As mudangas em VP foram
registradas em uma interface de coleta de dados Biopac
Windows. Os valores da linha de base foram coletados por
pelo menos 5 minutos, apés cujo tempo os porquinhos da
india foram atacados IV de forma ndo cumulativa com doses
do broncoconstritor incrementais de 2 vezes (metacolina ou
histamina). Quando a metacolina foi usada como © agente
broncoconstritor, os animais foram pré-tratados com
propanolol (smg/kg IVv) para isolar os efeitos
antimuscarinicos do composto de teste. O propanolol foi
administrado 30 minutos antes da construgdo da cufva de
resposta de dose para metacolina ou histamina. Mudangas em
VP foram registradas usando-se Acknowledge Data Collection
Software (Santa Barbara, CA). Apds a finalizagdo do estudo,
os animais foram eutanizados.

Mudanca em VP foi medida em cm de agua. Mudanga em VP
(cm H20) = pressdo méxima (apds ataque broncoconstritor) -
pressdo de linha de base maxima. As curvas de resposta da

dose para metacolina ou histamina foram ajustadas com uma
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equacdo logistica de quatro paradmetros usando-se GraphPad
Prism, versdo 3.00 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California). A seguinte formulagdo foi usada:
Y = Min + (Max - Min) / (1 +10 ((2og ID50-X) * inclinagdo de Hill))
onde X é o logaritmo da dose, Y é a resposta. Y inicia
no Min e aproiima—se assintéticamente de Max com uma forma
sigmoidal.

O percentual de inibigdo da resposta broncoconstritora
a uma dose submidxima de metacolina ou histamina foi
calculado em cada dose do composto de teste usando-se a
seguinte equac¢do: % inibigdo de resposta = 100 -((pressédo
de pico (apdés ataque broncoconstritor, tratado) - pressdo
de linha de base de pico (tratada) x 100% / (pressdo de
pico (apés ataque broncoconstritor, &gua) - pressdo de
‘linha de base de pico (&gua) x 100). As curvas de inibigdo
foram ajustadas & equagdo logistica de quatro par&meﬁros do
software GraphPad. ID50 (dose exigida para produzir 50% de
inibicdo da resposta broncoconstritora) e Emax (inibigdo
maxima) foram também estimados sempre que apropriado.

A magnitude da broncoprotegdo em diferentes pontos de
tempo apdés inalagdo do composto de teste foi usada para
estimar a meia-vida farmacodindmica (PD T1/2). PD Tm foi
determinada usando-se um ajuste de regressdo ndo linear
usando-se uma equacgdo de declinio exponencial de uma fase
(GraphPad Prism, Versdio 4.00): Y = Duragdo * exp(-K*X) +
Platd; Comeca em “Duragdo+Platd” e declina ao Platd com uma
constante K. A PD T1/2 = 0,69/K. Platd foi forgado a 0.

Em 1,5 hora apdés a dose, descobriu-se que o éster 1-
[2—(4-{[(R)—2-(3-formilémino—4— hidroxifenil) -2-

hidroxietilaminolmetil}-2,5-dimetilfenilcarbamoil) etil]
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piperidin-4-ilico do @&cido bifenil-2-ilcarbdmico (Iia)
possui um valor IDs, menor que cerca de 50 pg/mL tanto para
broncoconstri¢do induzida por metacolina quanto para
broncoconstrig¢do induzida por histamina.

Adicionalmente, este composto produziu broncoprotegdo
significante por até 72 horas quando administrada como uma
dose subseqientemente-maxima Gnica (100 pg/mL). Neste
ensaio, salmeterol (3 pg/mL) (um agonista de receptor B.-
adrenérgico) exibiu broncoprotegdo significante por 6 a 14
horas; e tioprdépio (10 pg/mL) (um antagonista de receptor
muscarinico) exibiu significante broncoprotegdo por mais de
72 horas.

Exemplo 18

Ensaio de porquinho da india por pletismografia para
determinacdo de eficacia e durag¢do broncoprotetora

Neste ensaio, a eficdcia broncoprotetora e a duragdo

dos compostos de teste foram determinadas usando-se um

ensaio de porquinho da india.

Grupos de seis porquinhos da india machos (Duncan-
Hartley (HsdPoc:DH) Harlan, Madison, WI) pesando entre 250
e 350 gramas foram individualmente identificados por
cartdes de gaiola. Por todo o estudo os animais foram
deixados acessar comida e agua ad libitum. Os compostos de
teste foram administrados através de inalagdo Durante 10
minutos em uma clmara de dosagem de exposigdo de corpo
inteiro (R & S Molds, San Carlos, CA). As cdamaras de
dosagem foram dispostas de forma que um aerossol fosse
simultaneamente entregue a 6 cémaras individuais a partir
de um distribuidor central. Os porquinhos da india foram

expostos a um aerossol de um composto de teste ou veiculo
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(WFI) .

Os aerossdéis foram gerados a partir de solugdes
aquosas usando=se um Conjunto Nebulizador LC Star (Modelo
22F51, PARI Respiratory Equipment, Inc. Midlothian, VA)
acionado por uma mistura de gases (CO, = 5%, O, = 21% e N; =
74%) a uma pressdo de 0,152 MPa. O fluxo de gas através do
nebulizador nesta pressdo de operagao era de
aproximadamente 3 L/minuto. Os aerossdis gerados foram
direcionados para dentro das cdmaras por pressdo positiva.

Nenhum ar de diluicd3o foi usado durante a entrega das

solugdes aerossolizadas. Durante os 10 minutos de
nebulizacgado, aproximadamente 1,8 mL de solugdo foram
nebulizados. Este valor foi medido gravimetricamente

comparando-se os pesos antes e depois da nebulizagao do
nebulizador carregado.

Os efeitos broncoprotetores dos compostos
administrados através de inalag¢do foram avaliados usando-se
pletismografia de corpo inteiro a 1,5, 24, 48 e 72 horas
apés a dose. Quarenta e cinco minutos antes do inicio da
avaliacdo pulmonar, cada porquinho-da-india foi anestesiado
com uma inje¢do intramuscular de cetamina (43,75 mg/kg),
xilazina (3,50 mg/kg) e acepromazina (1,05 mg/kg). O local
da cirurgia foi raspado e limpo com &dlcool 70%, uma incisdo
de linha central de 2 a 3 cm do aspecto ventral do pescogo
foi feita. A veia jugular foi isolada e canulada com um
cateter de polietileno cheio de solugdo salina (PE-50,
Becton Dickinson, Sparks, MD) para permitir as infusdes
intravenosas de acetilcolina (Ach) ou histamina em solugdo
salina. A traquéia foi entdo dissecada livremente e

canulada com um tubo de teflon 14G (#NE-014, Small Parts,
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Miami Lakes, FL). Se exigido, a anestesia foi mantida por
inje¢des adicionais intramusculares da mistura anestésica.
A profundidade da anestesia foi monitorada e ajustada se o
animal respondesse ao aperto de suas patas ou se a taxa de
respiragio fosse maior que 100 respiragdes/minuto.

Uma vez que as canulagdes estavam completas, o animal
foi colocado dentro de um pletismégrafo (#PLY3114, Buxco
Electronics, Inc., Sharon, CT) e uma cdnula de pressao
esofageal (PE-160, Becton Dickinson, Sparks, MD) foi
inserida para medir a pressdo pulmonar. O tubo traqueal de
teflon foi fixado & abertura do pletismégrafo para permitir
que o porquinho-da-india respirasse ar do ambiente de fora
da caAmara. A cémara foi entdo selada. Uma lampada de
aquecimento foi usada para manter a temperatura corporal e
os pulmdes do porquinho-da-india foram inflados 3 vezes com
4 mL de ar usando-se uma seringa de calibragdo de 10 mL
(Série #5520 Hans Rudolph, Kansas City, MO) “para assegurar
que as vias aéreas inferiores ndo tinham sofrido colapso e
que o animal ndo sofria de hiperventilagdo.

A avaliacgdo pulmonar foi iniciada depois de determinar
que os valores de linha de base estavam dentro da faixa de
0,3 a 0,9 mL por cm de H,O para conformidade e dentro da
faixa de 0,1 a 0,199 cm H,0 por segundo para resisténcia.
Um programa .de computador de medigdo pulmonar Buxco foi
usado para a coleta e derivagdo dos valores pulmonares.
Iniciando-se o programa, iniciou-se o protocolo
experimental e a coleta de dados. As mudangas em volume
durante o tempo que ocorreram dentro do pletismbégrafo com
cada respirag¢do foram medidas através de um transdutor de

pressdo Buxco. Integrando-se este sinal over time, uma
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medigdo de fluxo foi calculada para cada respiragdo. Este
sinal, junto com as mudangas de pressdo pulmonar, que foram
coletadas usando-se um transdutor de pressdo Sensym
(#TRD4100), foram conectados através de um pré-amplificador
Buxco (MAX 2270) a uma interface de coleta de dados
(#SFT3400 e SFT3813). Todos os outros pardmetros pulmonares
foram derivados a partir destas duas entradas.

Os valores de referéncia foram coletados por 5
minutos, apbs este tempo os porquinhos-da-india foram
atacados com acetilcolina ou histamina. Quando se avalia os
efeitos do antagonista muscarinico, propanolol (5 mg/kg,
iv) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi administrado 15
miﬁutos antes de serem atacados com acetilcolina. A
acetilcolina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (0,1 mg/mL) foi
infundida de forma intravenosa por 1 minuto a partir de uma
seringa (sp210iw, World Precision Instruments, Inc.,
Sarasota, FL) nas seguintes doses e tempos de prescrigao a
partir do inicio do experimento: 1,9 pg/minuto em 5
minutos, 3,8 pg/minuto em 10 minutos, 7,5 pg/minuto em 15
minutos, 15,0 pg/minuto em 20 minutos, 30 pg/minuto em 25
minutos e 60 pg/minuto em 30 minutos. Alternativamente, a
broncoprotegdo dos compostos de teste fol avaliada no
modelo de ataque de acetilcolina sem pré-tratamento com um
composto beta-bloqueador.

Quando se avalia os efeitos do redeptor p.-adrenérgico
dos compostos de teste, a histamina (25 pg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) foi infundida de forma intravenosa
por 1 minuto de uma seringa nas seguintes doses e tempos
prescritos a partir do inicio do experimento: 0,5 pg/minuto

em 5 minutos, 0,9 pg/minuto em 10 minutos, 1,9 pg/minuto em
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15 minutos, 3,8 pg/minuto em 20 minutos, 7,5 pg/minuto em
25 minutos e 15 pg/minuto em 30 minutos. Se a resisténcia
ou compatibilidade ndo retornaram aos valores de referéncia
em 3 minutos apds cada dose de acetilcolina ou histamina,
os pulmdes dos porquinhos da india foram inflados 3 vezes
com 4 mL de ar a partir de uma seringa de calibragdo de
10mL. Os pardmetros pulmonares registrados incluiam a
freqiéncia de . respiragao (respira¢des/minuto),
compatibilidade (mL/cm H,0) e resisténcia pulmonar (mL por
cm H,O0 por segundo). Uma vez que as medigdes da fungdo
pulmonar foram completadas em 35 minutos deste protocolo, o
porquinho-da-india foi removido do pletismdégrafo e sofreram
eutandsia por asfixia com didéxido de carbono.

Os dados foram avaliados de uma das duas maneiras:

(a) a resisténcia pulmonar (R,, cm H,O/mL por segundo)
foi calculada a partir da relagdo entre mudanga de pressdo
e mudanca no fluxo. A resposta R, & acetilcolina (60
pg/minuto, IH) foi computada para o veiculo e o composto de
teste. A resposta a4 acetilcolina média em animais tratados
com veiculo, em cada momento de pré-tratamento, foi
calculada e usada para computar o % de inibigdo da resposta
a acetilcolina, no momento do pré-tratamento
correspondente, em cada dose do composto de teste. As
curvas de resposta a dose de inibigdo para “Ry” foram

ajustadas a uma equagdo logistica de 4 pardmetros usando-se

GraphPad Prism, versdo 3.00 ©para Windows (GraphPad
Software, San Diego, California) para estimar a IDg
broncoprotetora (dose exigida para inibir a resposta

broncoconstritora da acetilcolina (60 pg/minuto) em 50%). A

seguinte formulagdo foi usada:
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Y = Min + (Max _ Min) / (1 +10((1og ID50-X) * inclinagdo de 8111))

onde X é o logaritmo da dose, Y é& a resposta (% de
inibigcio de aumento induzido por acetilcolina em Ry). Y
inicia no Min e aproxima-se assintéticamente de Max com uma
forma sigmoidal.

(b) A quantidade de PD,, que é definida como a
quantidade de acetilcolina ou histamina necessdria para
dobrar a resisténcia pulmonar de referencia, foi calculada
usando-se os valores de resisténcia pulmonar derivados do
fluxo e da pressdo sobre uma faixa de ataques com
acetilcolina ou histamina usando-se a seguinte equagdo (que
é derivada de uma equagdo usada para calcular os valores de
PC,, descritos em American Thoracic Society. Guidelines for
methacholine and exercise challenge testing 1999. Am J.
Respir. Crit. Care Med. 161: 309-329):

PD, = antilog{logC; + [[(logC,-10gCi) (2Ro-R1) 1 /R2-R31}

onde:

C, = concentracdo de acetilcolina ou histamina
precedendo C;

C, = Concentragdo de acetilcolina ou histamina
resultando em um aumento de pelo menos 2 vezes na

resisténcia pulmonar (Ry)

Ry = Valor de R, de referéncia
R, = valor de Ry, apds C;
R, = valor de Ry apds C,

Andlise estatistica dos dados foi executada usando-se
um two-tailed Students T-test. Um valor de P < 0,05 foi
considerado significante.

O composto 50 descrito na Publicagdo de Patente U. S.

de ntGmero US 2004/0167167A1, publicada em 24 de agosto de
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2004, foi testada neste ensaio. A estrutura quimica do

OH
NSeasaan

composto 50 & como segue:

Q1,0
Qg

Este composto carece de grupos alquil’s presentes no

Composto Comparativo 50

anel fenil dos compostos da presente invengdao. Neste
ensaio, o composto 50 n3o apresentou nenhuma broncoprotegédo
significante em 24 horas apds a dose para doses variando de
3 pg/mL a 300 pg/mL. Os valores de PD2x para o composto 50
em 24 horas eram similares ao grupo do veiculo (agua).

Neste ensaio, salmeterol (100 pg/mL) (um agonista de
receptor P,-adrenérgico) exibiu broncoprotegdo significante
por pelo menos 24 horas; e tioprépio (10 pg/mL) (um
antagonista de receptor muscarinico) exibiu significante
broncoprotegdo por pelo menos 24 horas.

Embora a presente invengdo tenha sido descrita com
referéncia aos aspectos especificos ou modalidades desta,
deve ser compreendido por aqueles habilitados na técnica
que varias mudangas podem ser feitas ou equivalentes podem
ser substituidos sem se afastar do verdadeiro espirito e
escopo da invengdo. Adicionalmente, a extensdo permitida
por estatutos e regulamentagdes de patente aplicaveis,
todas as publica¢des, patentes e pedidos de patente aqui
citados est3o desta forma incorporados por referencia em
sua totalidade & extensd3o como se cada documento estivesse

individualmente aqui incorporado por referéncia.
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REIVINDICAGOES

1. Composto caracterizado por ter a férmula I:
OH
R? ’0
9 N Sy
/\)L " "
OH
N N
SSVChAR
N o

H

onde:
R! é metil ou etil;
5 R? é metil ou etil;
ou um sal ou solvato ou estereoisbmero

farmaceuticamente aceitavel destes.

2. Composto, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizado por possuir a férmula II:
R? OH
O N NiH
H H
J R
N~ o
H
g "

R! é metil ou etil;

10 onde:

R? é metil ou etil;
ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.
3. Composto, de acordo com a reivindicagao 1,

15 caracterizado por possuir a férmula IIa:

L,
21 JQ
<)



10

15

20

25

2/17

4. Composto, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que o composto €& um sal

farmaceuticamente aceitédvel de um composto da férmula ITa:

QLT TV
g

N~ O
H Na
5. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo fato de

compreender um veiculo farmaceuticamente aceitavel e um
composto de qualquer uma das reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4.

6. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo fato de

compreender:

(a) um composto de qualquer uma das reivindicagles 1,
2, 3 ou 4;

(b) um agente anti-inflamatdrio esteroidal; e

(c) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

7. Combinacdo de agentes terapéuticos, caracterizada

pelo fato de compreender:

(a) um composto de qualquer uma das reivindicagdes 1,
2, 3 ou 4; e

(b) um agente anti-inflamatério esteroidal.

8. Kit caracterizado pelo fato de compreender:

(a) uma primeira composigdo farmacéutica compreendendo
um composto de qualquer uma das reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4
e um primeiro veiculo farmaceuticamente aceitavel; e

(b) uma segunda composigdo farmacéutica compreendendo
um agente anti-inflamatério esteroidal e um segundo veiculo
farmaceuticamente aceitavel;

onde a primeira e segunda composi¢des farmacéuticas
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sdo composi¢des farmacéuticas distintas.
9. Método de tratamento de uma disfun¢do pulmonar, o

método caracterizado por compreender a administragdo a um

paciente em necessidade de tratamento de uma quantidade
terapeuticamente efetiva de um composto de qualquer uma das
reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4.

10. Método para tratar uma doenga pulmonar obstrutiva

crdénica ou asma, o método caracterizado por compreender a

administracdo a um paciente uma quantidade terapeuticamente
efetiva de um composto de qualquer uma das reivindicagles
1, 2, 3 ou 4.

11. Método de produgcdo de broncodilatagdo em um

mamifero, o método caracterizado por compreender

administrar a um mamifero uma quantidade produtora de
broncodilatacdo de um composto de qualquer uma das
reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4.

12. Método de antagonizar um receptor muscarinico e
agonizar um receptor B.-adrenérgico em um mamifero, o

método caracterizado por compreender administrar no

mamifero um composto de gqualquer uma das reivindicag¢des 1,
2, 3 ou 4.

13. Método para utilizar um composto de gqualquer uma
das reivindicagSes 1, 2, 3 ou 4 como uma ferramenta de

pesquisa, o método caracterizado por compreender conduzir

um ensaio bioldégico utilizando um composto de qualquer uma
das reivindicag¢des 1, 2, 3 ou 4.
14. Método de avaliacdo de um composto teste em um

ensaio bioldgico, o método caracterizado pelo fato de

compreender:

(a) conduzir um ensaio bioldégico com um composto de
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teste para fornecer um primeiro valor de ensaio;

(b) conduzir o ensaio bioldédgico com um composto de
qualquer uma das reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4 para fornecer
um segundo valor de ensaio; onde a etapa (a) € conduzida

5 antes, apds ou simultaneamente & etapa (b); e

(c) comparar o primeiro valor de ensaio da etapa (a)
com o segundo valor de ensaio da etapa (b).

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizado pelo fato de que o ensaio biolégico € um

10 ensaio de ligag3o de receptor muscarinico ou um ensaio de
ligacdo de um receptor P,-adrenérgico.
16. Método, de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizado pelo fato de que o ensaio bioldégico & um

ensaio de broncoprotegdo em um mamifero.
15 17. Processo de preparagao do composto da

reivindicagdo 1, o processo caracterizado por compreender a

desprote¢do de uma composigdo da férmula 6:

2 .
R o)

i 'DOA D

o N/\/“\N P
QAL T
g

o

onde P' & um grupo de protegdo de hidroxil, para
fornecer um composto de férmula I.
20 18. Processo de preparagao do composto da

reivindicacdo 1, o processo caracterizado por compreender a

desprotegdo de uma composigdo da férmula 6a:
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R o
JQAu e
QAT o

6a
onde R?*, RP e R° s3o independentemente selecionados a

partir de alquil de Ci.4, fenil, -alquil de C;.4-(fenil), ou
um entre R, R'™ e R' & -0-(alquil de C;.,); para fornecer
um composto da férmula I.

5 19. Processo para preparar um composto da

reivindicacdo 1, o processo caracterizado por compreender:

(a) reagir um composto da férmula 4:

o N/\/?]\N/@))\ )
O N/”\(‘,/Q bR
S

com um composto da férmula 5:

N NS

O\P1 5
onde P' & um grupo de protegdo de hidroxil, na

10 presenca de um agente de redugdo para fornecer um composto

RZ
AL
O« 1
O N R’ ]
6

da férmula 6:

Iz
Iz

O,
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(b). desproteger o composto da férmula 6 para fornecer
um composto da férmula I.

20. Processo para preparagao de um sal
farmaceuticamente aceitdvel do composto da reivindicagao 1,

o processo caracterizado por compreender contatar um

composto da férmula I em base livre com um acido
farmaceuticamente aceitéavel.
21. Intermedidrio para a preparagdo de um composto de

qualquer uma das reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizado

pelo fato de que o intermedidrio & um composto da férmula

ITT,

A
O ”/E\O/Q R »
J o w

vyl é selecionado a partir de -CHO, -CN, -CH;OH, -

onde:

CH (OR%*?*)OR?®, -C(0O)OH, -C(O)OR?*¢, bromo e iodo, onde R’ e R*®

sio selecionados independentemente a partir de alquil Ci.g,
ou R*® e R® s3o unidos para formar alquileno Cz.s, R &
selecionado a partir de alquil Ci-¢;

R' & metil ou etil;

R? & metil ou etil;

ou um sal ou estereoisbmero deste.

22. Intermediario, de acordo com a reivindicagdo 21,

caracterizado pelo fato de que R' e R? sdo metil.

23. Intermedidrio, de acordo com a reivindicagdo 21,

caracterizado pelo fato de que Y' & -CHO.

24. Intermedidrio, de acordo com a reivindicagdo 21,
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caracterizado pelo fato de que R' e R’ s3o metil.

25. Composto, de acordo com a reivindicagdo 4,

caracterizado pelo fato de que o composto & sal do acido L-

tartarico do éster 1-[2-(4-{[(R)-2-(3-formilamino-4-

hidroxifenil) -2-hidroxietilaminolmetil}-2,5-dimetilfenil-

carbamoil)etil] piperidin-4-ilico do acido bifenil-2-
ilcarbamico.
26. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de ser

para uso em terapia.
27. Uso de um composto de qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de ser

para a produgdo de um medicamento para tratamento de uma

disfung¢do pulmonar.
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COMPOSTOS DE DIALQUILFENIL POSSUINDO ATIVIDADE AGONISTA DE
REPECTOR ﬁz-ADRENﬁRGICO E ANTAGONISTA DE RECEPTOR
MUSCARINICO

Esta invencdo esti relacionada a compostos da férmula
(I), onde R' e R? estdo conforme definido na especificécéo,
ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou um solvato ou
estereoisdmero deste. A invengdo também est&d relacionada a
composigdes farmacéuticas e combinagSes compreendendo tais
compostos, processos e intermediarios para preparagdo de
tais compostos, e métodos para utilizagdo de tais compostos
para, por exemplo,‘ tratar disfungdes pulmonares, como

doenc¢a pulmonar obstrutiva crdnica e asma.
| PP
H
§/\ij /[i:r/\u OH H .
LI 7Ty .
N ° -
9 ‘ |
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