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METODO DE MODULAGAO DE SISTEMA DE PROTEINA CINASE ATIVADA
POR ESTRESSE
REFERENCIA A PEDIDOS DE PATENTE CORRELATOS

Este Pedido ‘de Patente reivindica o beneficio do
pPedido de Patente Provisdério U.S. No. 60/679.471 depositado
em 10 de maio de 2005, e do Pedido de Patente Provisdrio
U.S. No. 60/732.230 depositado em 1 de novembro de 2005,
ambos expressamente incorporados aqui mediante referéncia
em suas totalidades. -

CAMPO DA INVENGAO

Esta invencdo refere-se a compostos e métodos Gteis
no tratamento de diversas condi¢des inflamatdrias e/ou
condig¢des fibrdéticas, incluindo aquelas associadas a
atividade aumentada de cinase p38.

FUNDAMENTOS DA INVENCKO

Um grande namero de condigles crénicas e agudas tem
sido reconhecido por estar associado a perturbacdo de
resposta inflamatéria. Um grande namero de citogquinas
participa nesta resposta, incluindo IL-1, IL-6, IL-8 e
TNFa. Parece que a atividade destas citoguinas na regulagdo
de inflamacdo pode ser associada com a ativacdao de uma
enzima do trajeto de sinalizagdo da célula, um elemento da
familia cinase MAP normalmente conhecido como p38 e também
conhecido como SAPK, CSBP e RK.

Diversos inibidores de p38, tais como NPC 31169,
SB239063, SB203580, FR-167653, e prifenidona foram testados
in vitro e/ou in vivo e verificou-se serem eficazes para
modulacdo de respostas inflamatdria.

Continua a haver uma necessidade de drogas seguras e

eficazes para tratar diversas condic¢des inflamatédria e/ou
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condigdes fibréticas tais como fibrose pulmonar
inflamatéria e/ou fibrose pulmonar idiopatica.
SUMARIO DA INVENGAO

Uma modalidade da presente invengdo & um método de
modulacdo de um sistema de proteina cinase ativada por
estresse (SAPK), que inclui colocar em contato um composto
com uma proteina cinase ativada por mitogénio p38 (MAPK),
em que o] composto exibe um  ECsp na faixa entre
aproximadamente 1pyM € aproximadamente 1.000 pM para
inibic3o de pelo menos uma MAPK p38; e em que © contato &
conduzido em uma concentragdo de modulacdo SAPK gue & menor
do que um EC;, para inibicdo de pelo menos uma MAPK p38
pelo composto.

Outra modalidade da presente invengao é um método
para tratar ou impedir um estado de doenga em um objeto,
incluindo identificar um objeto em risco para ou gue possua
uma condigcdo selecionada a partir de uma condigao
inflamatéria e uma condigao fibrética; administrar um
composto ao objeto em uma gquantidade eficaz para trard ou
impedir a condigdo; em que ©O composto exibe um ECs na
faixa entre aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1000 uM
para inibigdo de pelo menos uma MAPK p38; e em que a
quantidade eficaz produz sangue ou soro ou outra
concentracdo de fluido que seja inferior a EC3; para a
inibicdo de pelo menos uma MAPK p38.

outra modalidade da presente invencao é& um método
para identificar um composto farmaceuticamente ativo, que
inclui: propiciar uma biblioteca de compostos, ensaiar
diversos compostos a partir da biblioteca para inibigdo de

pelo menos uma MAPK p38; e selecionar pelo menos um
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composto a partir dos diversos compostos, em que O composto
selecionado exiba um ECs, na faixa entre aproximadamente 1
UM e aproximadamente 1000 pM para a inibigdo de pelo menos
uma MAPK p38.

Outra modalidade da presente invencdo €& um método
para identificar um composto farmaceuticamente ativo, que
inclui: propiciar uma biblioteca de compostos; ensaiar
diversos compostos a partir da biblioteca para inibigdo de
secrecdo em um fluido corporal in vivo; e selecionar pelo
menos um composto dentre diversos compostos, em que O
composto selecionado exibe um ECs, na faixa entre
aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1000 pM para
inibicdo de secre¢do TNFa em um fluido corporal in vivo.

Outra modalidade da presente invengdo & um método
para identificar um composto farmaceuticamente ativo, que
inclui: propiciar uma biblioteca de compostos; ensaiar
diversos compostos a partir da biblioteca para inibig¢do de
secrecdo por células em cultura in vitro; e selecionar pelo
menos um composto dentre diversos compostos, em Jue O
composto selecionado exibe um ECso na faixa entre
aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1000 uM para
inibic3o de secreg¢do TNFa em um fluido corporal in vitro.

Outra modalidade da presente invengdo € um método
para identificar um composto farmaceuticamente ativo, que
inclui: propiciar uma biblioteca de compostos; ensaiar
diversos compostos a partir da biblioteca para inibigdo de
secrecdo em um fluido corporal in vivo; e selecionar pelo
menos um composto dentre diversos compostos, em dJue O
composto selecionado exibe um ECsg na faixa entre

aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1000 pM para
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inibicdo de secrecdo TNFa por células em cultura in vitro.
Outra modalidade da presente invengdo €& um método
para identificar um composto farmaceuticamente ativo, dque
inclui: propiciar uma biblioteca de compostos; ensaiar
diversos compostos a partir da biblioteca para inibigdao de
secrecdo por células em cultura in vitro; e selecionar pelo
menos um composto dentre diversos compostos, em que O
composto selecionado exibe um ECs na faixa entre
aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1000 pM para
inibicdo de secregac TNFa em um fluido corporal in vivo.
Outra modalidade da presente invengdo & um coOmposto

que possui a férmula de Subgénero III:

Subgénero III;
em que X; & selecionado de um grupo que consiste em
H, F, e OH; e R, é selecionado a partir de um grupo dque
consiste em H a CF;; e em gue o composto exibe um ECso na

faixa entre 1 pM e aproximadamente 1000 pM para exibigdo de

MAPK p38; ou um sal, éster, solvente ou pré-farmaco

farmaceuticamente aceitéavel do composto.

Outra modalidade da presente invengdo € um composto

que possui a férmula de Género VI:

R,
Xs—Ar—N _/?
Z Ry

Géneroc VI

em que Ar é piridinila ou fenila; Z é O ou S; X3 & H,
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F, Cl, OH, ou OHH;; R; & metila, C(=0)H, C(=0)CHjs, C(=0)0-
glucosila, fluorometila, difluorometila, trifluorometila,
metilmetoxila, metilhidroxila, ou fenila; e R € H ou
hidroxila; sob a condicao de que quando R, for
trifluorometila, Z & O, R, € H e Ar é fenila, a fenila nao
sendo substituida somente na 4% posigdo por H, F ou OH; em
que o composto exibe um ECs na faixa entre 1 pM e
aproximadamente 1000 pM para a inibi¢do de MAPK p38; ou um
sal, éster, solvente ou prd-farmaco farmaceuticamente
aceitavel do composto.

Outra modalidade da presente invengdo € um composto

que possui a férmula de Gé€nero VII:

Y4
Y2 N R4
Y3 N (0]
Y4
X3

Género VII

em que X; & h, halogénio, C;-Ci, alcdxi, ou OH; Y:, Y2,
Y,, e Y, sdo independentemente selecionados a partir do
grupo que consiste em H, Ci-Cyo alquila, C;-Cip alquila
substituida, Ci-Ci¢ algquenila, Ci1-Cyp halocalquila, Ci-Cio
nitroalquila, Ci-Cio tiocalquila, Ci-Cio hidroxialquila, Ci-Cio
alcéxi, fenil, fenil substituido, halogénio, hidroxila, C;-
Cio alcoxialquila, C;-Cio carbéxi, Ci-Cio alcoxicarbonila; Rs
& H, halogénio, ou OH; e em que O composto exibe um Ecso na
faixa entre 1 pM e aproximadamente 1000 pM para a inibigdo

de MAPK p38; ou um sal, éster, solvente ou pré-farmaco
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farmaceuticamente aceitdvel do composto.

Uma modalidade adicional da presente invengdo & uma
composicdo farmacéutica que contém um composto que possui
uma f6rmula como descrito acima e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

Estas e outras modalidades s3o descritas em maiores
detalhes abaixo.

BREVE DESCRIQKO DOS DESENHOS

A Figura 1 é uma representagao esquemdtica da MAPK
p38 que sinaliza cascata (estado da técnica, Figura 1 de
Underwood e outros 2001 Prog Respir Res 31:342-345). Esta
esquematica mostra ativagdo do p38 que sinaliza cascata
através de diversos estimulos e os efeitos a jusante de
ativacdo de p38 sobre uma resposta inflamatéria através da
ativacdo transcricional e translacdo/estabilizagdo de mRNA.

A Figura 2 é um esquema due mostra uma inibigdo
fracionada de p38y através de diversos metabolitos e
andlogos de pirfenidona como uma funcdo da concentragdo dos
compostos. As concentragdes EC50 destes compostos sao
mostradas & direita do esquema. Uma descrigdo detalhada do
ensaio pode ser verificada no Exemplo 5.

A Figura 3 é um esquema dque mostra a inibigao
fracionada de p38a através de diversos metabolitos e
andlogos de pirfenidona como uma fungdo da concentragao dos
compostos. As concentragdes EC50 destes compostos sdo
mostradas a direita do esquema. Uma descrigdo detalhada do
ensaio pode ser verificada no Exemplo 5.

A figura 4 é& um resumo dos dados biogquimicos para
diversos metabolitos e andlogos de pirfenidona. Os

metabolitos e andlogos de pirfenidona mencionados nas
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Figuras 2, 3, 5 e 6 sédo descritos pelo padrdo de
substituicdo mostrado na Figura 4. O resumo mostra o efeito
de substituic¢des nas trés posigdes sobre as concentragdes
EC50 para a inibig3o de p38a e p38y.

A Figura 5 € um esquema dJue mostra a atividade
fracionada (liberacdo de TNFa a partir de macréfago em
resposta a LPS) de diversos metabolitos e andlogos de
pirfenidona como uma funcdo da concentragdo de cada
composto. Uma descrigdo detalhada do ensaio pode ser
verificada no Exemplo 5.

A Figura 6 é uma série de graficos de barra que
mostram a citotoxidade de diversos metabolitos e andlogos
de pirfenidona em diversas concentracdes dos compostos. A
citotoxidade foi determinada ao medir a liberacao de LDH
que segue a incubagdo de células na presenga do composto. A
quantidade de LDH liberado é normalizada para aquela
lipberada sob tratamento com Triton-X-100 e esquema Versus
concentragdo de composto.

DESCRICKO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

E descrito agora que um efeito terapéutico elevado em
tratar diversas doeng¢as associadas 4 atividade de cinase
p38 aumentada pode ser alcancado ao utilizar um composto
inibidor de cinase de p38 relativamente de baixa poténcia.

Por conseguinte, em uma modalidade é propiciado um
método de modulacdo de um sistema de cinase ativada por
estresse (SAPK) ao contatar um composto com uma proteina
cinase ativada por mitogénio p38 (MAPK). Um composto
preferido exibe um ECs, na faixa entre aproximadamente 1 uM
e aproximadamente 1000 uM, de preferéncia aproximadamente

50 uM e aproximadamente 650 pM para a inibigdoc de pelo
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menos uma MAPK de p38. A concentragdo na qual o composto é
posto em contato com a MAPK p38 é normalmente inferior a
EC;, para a inibigcdo do p38 por este composto. De
preferéncia, a concentragdo é inferior a ECzo, ainda mais
preferivelmente, a concentracdo €& inferior a EC,.

wproteinas cinase ativadas por mitogénio (MAPKs)” sé&o
cinases de serina/treonina evolucionariamente conservadas
envolvidas na regulagdo de muitos eventos celulares. Os
diversos grupos de MAPK foram identificados em células de
mamiferos, incluindo cinase regulada por sinal extracelular
(ERK), p38, e SAPK/JNK. Acredita-se que MAPKS sejam
ativados por sua cinase de MAPK especifica (MAPKKs); ERK
por MEK1 e MEK2, p38 por MKK3 e MKK6, e SAPK/JNK por SEK1
(também conhecido como MKK4) e MKK7 (SEK2) . Estas MAPKKs
podem ser também ativadas por diversas cinases de MAPKK
(MAPKKKs) tais como Raf, MLK, MEKKI, TAK1l, e ASK1l.

Acredita-se que a rede de MAPK envolva pelo menos
doze cinases de serina/treonina direcionadas por prolina,
altamente conservadas clonadas que, gquando ativadas por
estresses celulares (estresse oxidativa, dano de DNA, calor
ou choque osmético, irradiacdo ultravioleta, reperfusdo de
isquemia), agentes exdgenos (anisomicina, arsenita Na,
lipopolisacarideo, LPS) ou citoquinas pré-inflmatdrias,
TNF-a e IL-1p, podem fosforilar e ativar outras cinases ou
proteinas nucleares tais como fatores de transcrigdo tanto
no citoplasma quanto no niicleo (Fig. 1).

MAPK p38
Como utilizado aqui, “MAPK p38” é um elemento da

familia de proteina cinase ativada por estresse, que inclui

pelo menos 4 isoformas (a,B,v,B8), diversas das quais sdo
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consideradas importantes em processos criticos para a
resposta inflamatéria e remodelacdo de tecidos (Lee e
outros 2000 Immunopharmacol. 47:185-201). As cinases
predominantes em mondcitos e macréfagos, p38a e Dp38B,
parecem mais amplamente expressas comparadas a p38y
(misculo esquelético) e p383 (testes, pancreas, prodstata,
intestino pequeno, e em glandulas salivar, pituitaria e
adrenal). A isoforma p38y € expressa em miofibroblastos,
que possuem algumas similaridades fenotipicas a células
musculares que incluem expressdo de acido de misculo alfa-
suave. Diversos substratos de cinase de MAP p38 foram
identificados incluindo outras cinase (MAPKAP K2/3, PRAK,
MNK ¥, MSK1/RLPK, RSK-B), fatores de transcricdo (ATF2/6,
fator aumentador de midécito 2, fator-P de transcricgdo
nuclear, CHOP/GADD153, Elkl e SAP-1Al) e proteinas
citosélicas (estatmina), muitos dos quais sdo importantes
fisiologicamente.

Jiang, Y. e outros 1996 J Biol Chem 271:17920-17926
relatou caracterizacdo de p383 como uma proteina de
aminoacido-372 proximamente relacionada a p38-a. Ambos p38
a e p38p sdo ativados por citoquinas pré-inflamatdrias e
estresse ambiental, p38p & de preferéncia ativado por
cinase-6 de cinase de MAP (MKK6) e de preferéncia fator 2
de transcricdo ativada de fosforilato (ATF2). Kumar, S. €
outros 1997 Biochem Biophys Res Comm 235:533-538 e Stein,
B. e outros 1997 J Biol Chem 272:19509-19517 relataram uma
segunda isoforma de p38B, p38B2, que contém 364 aminoacidos
com 73% de identidade com p38a. Acredita-se que p38B seja
ativado por citoquinas pré-inflamatérias e  estresse

ambiental, embora a segunda isoforma p38( relatada, parega
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ser de preferéncia expressa no sistema nervoso central
(CNS), coracdo e masculo esquelético, comparado a expressao
de tecidos mais ubiqua de p38a. Além disso, acredita-se que
o fator-2 de transcricdo ativada (ATF-2) seja um substrato
melhor para p38B2 do que para p38a.

A identificacd3o de p38y foi relatada por Li, 2. e
outros 1996 Biochem Biophys Res Comm 228:334-340 e de
p38%por Wang e outros 1997 J Biocl Chem 272:23668-23674 e
por Kumar, S. e outros 1997 Biochem Biophys Res Comm
235:533-538. Estas duas isoformas de p38 (y e ©DB)
representam um subgrupo Gnico da familia MAPK com base em
seus padrdes de expressdo de tecidos, utilizagdo de
substrato, resposta a estimulos diretos e 1indiretos, e
suscetibilidade a inibidores de cinase. Com base na
conservagao de seqiiéncia primaria, p38a e B sdo
proximamente relacionados, porém divergem de y e O, que sao
mais proximamente relacionados entre si.

Normalmente o caminho de cinase de MAP de p38 &
direta ou indiretamente ativado por receptores de
superficie de célula, tais como cinases de tirosina
receptora, guemoguina ou receptores acoplados por proteina
G, que foram ativados por um ligante especifico, por
exemplo, citoquinas, éuemoquinas ou lipopolissacarideo
(LPS) que se ligam a um receptor cognato. Subsequentemente,
uma cinase de MAP p38 é ativada por fosforilagdo sobre
residuos especificos de treonina e tirosina. Apb6s ativacgao,
a cinase de MAP de p38 pode fosforilar outras proteinas
intracelulares, incluindo proteina cinase, e pode ser

translocado para o niGcleo celular, onde forsforila e ativa

fatores de transcricdo que conduzem a expressdo de
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citoquinas pré-inflamatédrias e outras proteinas que
contribuem para a resposta inflamatéria, adesdo celular, e
degradacdo proteolitica. Por exemplo, em células de
linhagem mieldéide, tal como macrdfagos e mondécitos, ambos
I1-1B e TNFa sdo transcritos em resposta a ativagao de p38.
Translagao e secrecdo subsequentes destas e outras
citoquinas iniciam uma resposta inflamatéria local ou
sistémica em tecido adjacente e através de infiltragdo de
leucécitos. Embora esta resposta seja uma parte normal de
respostas fisioldgicas para estresse celular, a estresse
aguda e crdnica conduz & expressdo em exXcesso, irregular,
ou em excesso irregular de citoquinas préo-inflamatdrias.
Isto, por sua vez, conduz a dano de tecido, frequentemente
resultando em dor e debilitagdo.

Em macréfagos alveolares, a inibi¢do de cinases de
p38 com inibidor de p38, SB203580, reduz produtos de gene
de citoquina. Acredita-se que citoquinas inflamatérias
(TNF-a, IFN-y, 1IL-4, IL-5) e quemoquinas (IL-8, RANTES,
eotaxina) sdo capazes de regular ou sustentar inflamagao de
vias aéreas crénica. A produgdo e agdo de muitos dos
mediadores potenciais de inflamagdo de vias aéreas parecem
ser dependentes do sistema de cinase de MAP ativado por
estresse (SAPK) ou cascata de cinase de p38 (Underwood e
outros 2001 Prog Respir Res 31:342-345). A ativagdo do
caminho de cinase de p38 através de diversos resultados de
estimulos ambientais na elaboragao de mediadores
inflamatdrios reconhecidos cuja produgdo é considerada como
sendo translacionalmente regulada. Além disso, uma
variedade de mediadores inflamatdérios ativos MAPK de p38

que pode em seguida ativar alvos a jusante do sistema de
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MAPK que incluem outras cinases ou fatores de transcrigdo,
criando desse modo o potencial para um PpProcesso
inflamatdério amplificado no pulmdo.

Substratos a jusante de grupo de p38 de cinases MAP

Substratos de proteina cinase de p38a ou p38P: cinase

2 de proteina ativada por cinase (MAPKAPK2 ou M2), proteina
cinase de interacdo de cinase MAP (MNK1) , cinase
regulada/ativada de p38 (PRAK) , cinase ativada por
mitogénio- estresse- (MSK: RSK-B ou RLPK) .

Fatores de transcrigdo ativados por p38: fator de

transcricdo de ativagdo (ATF)-1, 2 e 6, proteina acesséria

SRF 1 (SAP 1), CHO (atraso de crescimento e gene passivel

de indugdo de dano de DNA 153, ou GADD153), p53, C/EBPB,
fator de aumento de midécito 2C (MEF2C), MEF2A, MITF1,
DDIT3, ELK1l, NFAT, e proteina de caixa de grupo de

mobilidade elevada (HBP1l).

Outros tipos de substratos para p38: cPLAZ2, isoforma

1 de permutador de Na'/H", tau, queratina 8, e estatmina.

Genes regulados pela trajetdria de p38: c-jun, c-fos,

junB, IL-1, TNF, IL-6, IL-8, MCP-1, VCM-1, iNOS, PPARYy,
ciclooxigenase (COX)-2, colagenase-l (MMP-1), Colagenase-3
(MMP-13), HIV-LTR, Fgl-2, peptideo natriurético cerebral
(BNP) , CD23, CCK, fosfoenolpiruvato carbdxi-cinase-
citosélico, ciclin D1, receptor de LDL (Ono e outros 200
Sinalizac¢do Celular 12:1-13).

Conseqiiéncias biolégicas de ativagdo de p38

P38 e inflamagdo

Acredita-se que inflamagdes crdnicas e agudas sejam
centrais a patogénese de muitas doencas tais como artrite

reumatdide, asma, doenca pulmonar obstrutiva crdnica (CoPD)
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e sindrome de doenca respiratéria aguda (ARDS). A ativagdo
da trajetéria de p38 pode desempenhar um papel central em:
(1) produgdo de citoquinas pré-inflamatérias tais como IL-
1B, TNF-a e IL-6; (2) indugdo de enzimas tais como COX-2,
que controla a remodelagdo de tecido conectivo em condigdo
patolégica; (3) expressdo de uma enzima intracelular tal
como iNOS, que regula a oxidagdo; (4) inducdo de proteinas
aderentes tais como VCAM-1 e muitas moléculas relacionadas
a inflamagdo. Além destas, a trajetébria de p38 pode
desempenhar um papel regulador na proliferagéao e
diferenciacdo de <células do sistema imune. P38 pode
participar em GM-CSF, CSF, EPO, e proliferagéao e/ou
diferenciacdo de célula induzida por CD-40.

O papel da trajetdéria de p38 nas doencas relacionadas
a inflamacdo foi estudado em diversos modelos animais. A
inibicdo de p38 por SB203580 reduziu a mortalidade em um
modelo de murina de choqﬁe induzido por endotoxina e inibiu
o desenvolvimento de artrite induzida por colageno em
camundongos e artrite coadjuvante em ratos. Um estudo
recente mostrou que SB220025, que & um inibidor de p38 mais
potente, provocou uma diminuicdo de dependéncia de dose
significativa em densidade vascular do granuloma. Estes
resultados indicam que p38 ou os componentes de trajetéria
de p38 podem ser alvos terapéuticos para doenga
inflamatéria.

P38 e apoptose

Parece que a ativagdo concomitante de p38 e apoptose
é induzida por uma variedade de agentes tais como retirada
NGF e ligacdo Fas. Proteases de cisteina (caspases) sdo

centrais para a trajetdédria apoptdética e sdo expressas como
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zimogénios inativos. Inibidores de caspase podem em seguida
bloquear a ativagdo de p38 através de ligagdo transversal
de Fas. Contudo, a superexpressdo de MKK6b ativo dominante
pode também induzir a atividade de caspase e a morte
celular. O papel de p38 em apoptose é dependente de
estimulo e de tipo celular. Embora a sinalizagdo de p38
tenha sido mostrada para promover a morte celular e algumas
linhas de células, em linhas de célula diferentes p38 tem
sido mostrado para aumentar a sobrevivéncia, o crescimento
celular, e diferenciagdo.

P38 no ciclo celular

A super-expressao de p38a em levedura conduz a
redugdo significativa de proliferagao, que indica
envolvimento de p38a em crescimento celular. Uma
proliferacdo mais lenta de células de mamiferos em cultura
foi observada quando as células foram tratadas com inibidor
de p38a/p, SB203580.

P38 e hipertrofia cardiomidcita

A ativagdo e funcdo de p38 em  hipertrofia
cardiomidécita tém sido estudadas. Durante a progressdo de
hipertrofia, ambos os niveis de p38a e p38p foram
aumentados e as respostas hipertrdficas omitidas por MKK3 e
MKK3 constitutivamente ativas aumentadas por organizagao
sarcomérica e expressdo de fator natriurético atrial
elevado. Além disso, a sinalizagdo reduzida de p38 no
coracdo promove a diferenciag@o de midcitos de um mecanismo
gue envolve a sinalizagdo calcineurin-NFAT.

P38 e desenvolvimento

Apesar da ndo viabilidade de p38 abater camundongos,

existe evidéncia relacionada ao papel diferencial de p38 em
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desenvolvimento. P38 foi ligado a angiogénese de placenta,
porém ndo ao desenvolvimento cardiovascular em diversos
estudos. Além disso, p38 foi também ligado & expressao de
eritropoietina que sugere um papel em eritropoiese. PRAK
foi recentemente associado ao desenvolvimento celular em
implantacdo de murina. PRAK mRNA, bem como isoformas de
p38, foram verificadas como expressos através de
desenvolvimento de blastocisto.

P38 e diferenciagdo celular

Verificou-se que p38a e/ou p38B desempenham um papel
importante em diferenciagdo celular para diversos tipos de
células diferentes. Ambas a diferenciagdo de células 3T3-L1
em adipécitos e a diferenciagdo de células PCl2 em
neurdnios exigem p38a e/ou B. Verificou-se que a trajetéria
de p38 é necessaria e suficiente para a diferenciagdo de
SKT6 em células hemoglobinizadas bem como a diferenciagao
de C2C112 em miotubulares.

P38 em senescéncia e supressdo de tumor

O p38 possui um papel em tomorigénese e senescéncia.
Houve muitos relatos de que a ativacdo de MKK6 e MKK3
conduz a fendtipo senescente dependente de atividade de
MAPK de p38. Além disso, a atividade de MAPK de p38 foi
mostrada como responsdvel por senescéncia em resposta ao
encurtamento de telomere, exposigdo de H;0;, € sinalizagdo
de oncogene RAS. Uma caracteristica comum de células de
tumor é uma perda de senescéncia e p38 é 1ligado a
tumorigénese em certas células. Foi relatadé que a ativagao
de p38 é reduzida em tumores € que a perda de componentes
da trajetéria de p38 tal como MKK3 e MKK6 resultaram em

proliferagao aumentada e semelhanga de conversao
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tumorigénica independente da linha de célula ou do agente
de inducdo de tumor utilizado nestes estudos.

Inibidores de cinase de MAP de p38

Um “inibidor de MAPK de p38” & um composto que inibe
a atividade de p38. Os efeitos inibidores de um composto
sobre a atividade de p38 podem ser medidos por diversos
métodos bem conhecidos aquele versado na técnica. Por
exemplo, os efeitos inibitérios podem ser medidos ao medir
o nivel de inibicdo de produgdo de citoquina estimulada por
lipopolisacarideo (LPS) (Lee e outros 1988 Int J
Immunopharmacol 10:835-843; Lee e outros 1993 Ann NY Acad
Sci 696:149-170; Lee e outros 1994 Nature 372:739-746;
Lee e outros 1999 Pharmacol Ther 82:389-397).

Esforcos em desenvolver inibidores de MAPK de p38
focalizaram em aumentar poténcia. Verificou-se que SB203580
e outros imidazdis de 2,4,5-triaril sdo potentes inibidores
de cinase de p38 com valores de ECs, em faixa nanomolar.
Por exemplo, verificou-se que para SB203580 o ECs, & 48nM.
Os piridinilimidaz6is SKF 86002 (Pl) e SB 203582 (P2)
mostrados abaixo foram utilizados como ©O gabarito para a
maioria de inibidores e p38. Publicagdes recentes (Lee e
outros 200 Imunofarmacologia 47:185-201) descreveram OS
inibidores de p38 (P3-P6) mostrados abaixo. Notavel dentre
estes inibidores é a poténcia e seletividade relativamente
elevadas descritas para o composto P4 (p38 ECso = 0,19 nM)
e a inibic3o de angiogénese acionada por inflamagdo por SB
220025 (P6) .

Dois inibidores de p38 relatados como estando em
desenvolvimento clinico sdo HEP689 (P7) e VX-75 (P8) . VX-75

esti de forma relatada em testes de Fase II para artrite
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reumatéide. A atividade antiinflamatéria tépica potente foi
descrita para HRP689, que possui desenvolvimento clinico
comprovadamente introduzido para explorar seu potencial

como um agente tépico para o tratamento de psoriase e

outras doengas de pele.

F F

. H
[ >~ [ <)<
I\ N\/, ~ X/ o

N 1

P1 SK&F 86002 P2 X =N; SB 203580
P3 X =CH; L-167307

P4 P5 RWJ 68354

0 AN
cl cl
H .
P6 X = H, Y = CH; HEP 689 (SB 235699) P8 VX-745

P7 X =HN,;, Y =N; SB 220025

Discussdo posterior de diversos inibidores de p38
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podem ser encontradas em Boehm e outros 200 Exp Opin Ther
Pat 10:25-37; e Salituro e outros 1999 Curr Med Chem
6:807-823.

Inibidores de p38 preferidos descritos agqui sao
derivados e andlogos de pirfenidona que exibem poténcia
relativamente baixa de inibicao de p38 embora,
surpreendentemente, ainda tendo um efeito terapéutico
relativamente elevado (por exemplo, para modulag¢do de um
sistema de SAPK) como resultado de tal inibig¢do. De
preferéncia, os inibidores de p38 das modalidades exibem
ECs, na faixa entre aproximadamente 1 pM e aproximadamente
1000 pM, de preferéncia entre aproximadamente 50 pM e
aproximadamente 650 pM para a inibi¢3o0 da MAPK de p38.

DERIVADOS E ANALOGOS DE PIRFENIDONA

A propria pirfenidona (s-metil-1-fenil-2- (1H) -
piridona) & um composto conhecido e seus efeitos
farmacolégicos sdo descritos, por exemplo, nos Pedidos de
Patente Japonés KOKAI (em aberto) Nos. 87677/1974 e
1284338/1976. O Pedido de Patente U.S. No. 3.839.346,
depositado em 1° de outubro de 1974; Patente U.S. No.
3.974.281, depositada em 10 de agosto de 1976; Patente U.S.
No. 4.042.699, depositada em 16 de agosto de 1977; ¢
Patente U.S. No. 4.052.509, depositada em 4 de outubro de
1977, todos os gquais s8o aqui incorporados mediante
referéncia em suas totalidades, descrevem métodos de
fabricagdo de 5-metil-1-fenil-2- (1H)-piridona e sua
utilizac¢do como um agente antiinflamatério.

Pirfenidona e derivados da mesma sdo compostos Qiteis
para a modulagdo de um sistema de proteina cinase ativada

por estresse (SAPK).
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O termo “alquila” utilizado aqui se refere a uma
forca monovalente ou radical e cadeia ramificada de um a
dez atomos de carbono, incluindo, metila, etila, n-propila,
isopropila, n-butila, isobutila, terc-butila, n-hexila, e
similares, porém sem se limitar aos mesmos.

O termo ‘“alquenila” utilizado aqui se refere a uma
forca monovalente ou radical de cadeia ramificada de dois a
dez aAtomos de carbono que contém uma aglutinagdo de carbono
dupla que inclui, 1-propenila, 2-propenila, 2-metil-1-
propenila, 1l-butenila, 2-butenila, e similares, porém sem
se limitar aos mesmos.

O termo ‘“halogénio” wutilizado aqui se refere a
fluorina, clorina, bromina, ou iodina.

O termo “haloalquila” utilizado aqui se refere a um
ou mais grupos de halogénio anexados a um radical de
alquila.

O termo “nitroalquila” utilizado aqui se refere a um
ou mais grupos de nitro em anexados a um radical de
alquila.

O termo “tioalquila” utilizado aqui se refere a um ou
mais grupos de tio anexados a um radical de alquila.

0 termo “hidroxialquila” utilizado aqui se refere a
um ou mais grupos de hidrdéxi anexados a um radical de
alquila.

O termo “alcéxi” utilizado aqui se refere a forga ou

radical de alquila de cadeia ramificada aglutinado a

molécula mie através de uma ligagdo --O--. Exemplos de
grupos de alcoxi incluem metdxi, etdxi, propdxi,
isopropéxi, butdéxi, n-butdxi, sec-butdxi, t-butdxi e
similares.
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O termo “alcoxialquila” utilizado aqui se refere a um
ou mais grupos de alcdxi anexados a um radical de alquila.

O termo “carbéxi” utilizado aqui se refere a -COCH
opcionalmente anexado a um gJgrupo de alquila. Exemplos de
grupos de carbdéxi incluem, COOH, -CH,COOH, -CH,CH,COOH,
-CH(COOH) (CH3;), e similares, porém sem se limitar aos
mesmos .

O termo “alcoxicarbonila” utilizado aqui se refere a
- (CO)—0O-alquila. Exemplos de grupos de alcoxicarbonila
incluem grupo de metoxicarbonila, grupo de etoxicarbonila,
grupo de propoxicarbonila e similares, porém sem se limitar
aos mesmos.

carboidratos sdo aldeidos ou cetonas de polihidréxi,
ou substancias que produzem tais compostos sob hidrdlise.
Carboidratos compreendem = OS elementos carbono (C),
hidrogénio (H) e oxigénio (O) com uma razdo de hidrogénio
duas vezes aquela se carbono e oxigénio.

Em sua forma béasica, carboidratos sdo acgucares
simples ou monossacarideos. Estes acticares simples podem
combinar entre si para formar carboidratos mais complexos.
A combinacdo de dois aglcares simples & um dissacarideo.
carboidratos que consistem em dois a dez aclicares simples
s3o chamados de oligossacarideos, e agueles com um grande
namero sdo chamados de polissacarideos.

O termo “uronida” utilizado aqui se refere a um
monossacarideo que possui um grupo de carboxila (-COOH)
sobre o carbono que ndo é parte do anel. O nome uronida
retém a raiz do monossacarideo, porém o sufixo de aglcar -
ose & alterado para —uronida. Por exemplo, a estrutura de

glucoronida corresponde a glicose.
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Conforme utilizado aqui, um radical indica espécie
com um eletro desaparelhado, tunico de tal modo que a
espécie que contém o radical possa ser covalentemente
aglutinada a outra espécie. Uma vez, neste contexto, um
radical n3o & necessariamente um radical livre. Ao invés
disso, um radical indica uma porgao de espécie de uma
molécula maior. O termo “radical” pode ser utilizado de
forma permutdvel com o termo “grupo”.

Como utilizado aqui, um grupo substituido é derivado
da estrutura mde nio substituida na qual tenha havido uma
permuta de um ou mais Aatomos de hidrogénio de outro atomo
ou grupo. Quando substituido, o(s) grupo(s) substituinte(s)
é (sdo) um ou mais grupos individualmente e
independentemente selecionados dentre C;-Cio alquila, C;-Cio
cicloalquila, arila, arila fundida, heterociclila,
heterocarila, hidréxi, C;-Cjo alcdxi, ariléxi, mercapto, Ci-
Cio alquiltio, ariltio, ciano, halogénio, carbonila,
tiocarbonila, C1-Cio alcoxicarbonila, nitro, silila,
trialometanosulfonila, trifluorometila, e amino, incluindo
grupos de amino mono- € di-substituidos, e os derivados
protegidos dos mesmos. Os grupos de protegdo dgque podem
formar derivados protetores dos substituintes acima s&o
conhecidos daqueles versados na técnica e podem ser
encontrados em referéncias tais como Greene e Wuts
Protective Groups in Organic Synthesis (Grupos Protetores
em Sintese Orgénica) John Wiley e Filhos: nova Iorque,
1999. Onde quer gue um substituinte seja descrito como
vopcionalmente substituido” aquele substituinte pode ser
substituido pelos substituintes acima.

O termo ‘“purificado” se refere a um composto que foi
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separado de outros compostos de tal modo gque ©O mesmoO
compreende pelo menos 95% da substdncia medida quando
ensaiada.

Atomos de carbono assimétrico podem estar presentes
nos compostos descritos aqui. Todos tais isbmeros, que
incluem diasteredmeros e enantidmeros, bem como a mistura
dos mesmos destinam-se a serem incluidos no ambito o
composto recitado. Em certos casos, compostos podem existir
em formas tautoméricas. Todas as formas tautoméricas
destinam-se a serem incluidas no &mbito do composto
recitado. Da mesma forma, quando compostos contém um grupo
de alquenila ou alquenileno, existe a possibilidade de
formas isoméricas cis- e trans- dos compostos. Ambos os
isbmeros cis- e trans-, bem como as misturas de isOmeros
cis- e trans-, sdo contemplados. Sendo assim, a referéncia
aqui a um composto inclui todas as formas isoméricas antes
mencionadas a nio ser que o contexto claramente indique de
outra forma.

Diversas formas sdo incluidas nas modalidades,
incluindo polimorfos, solventes, hidratos, conformadores,
sais, e derivados de proé-farmaco. Um polimorfo €& uma
composigdo gue possui a mesma férmula quimica, porém uma
estrutura diferente. Um solvente € uma composigdo formada
por solvagdo (a combinacdo de moléculas de solvente com
moléculas ou ions de soluto). Um hidrato é um composto
formado por uma incorporagdo de dgua. Um conformador & uma
estrutura que é um isdlmero conformacional. Isomerismo
conformacional é o fenémeno de moléculas com a mesma
férmula estrutural, porém conformagdes diferentes

(conformadores) de Aatomos em torno de uma aglutinagdo
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giratéria. Sais de compostos podem ser preparados por
métodos conhecidos daqueles versados na técnica. Por
exemplo, sais de compostos podem ser preparados ao reagir a
base ou &acido apropriado com um equivalente estequiométrico
do composto. Um pré-farmaco € um composto que sujeita bio-
transformacdo (conversdo gquimica) antes de exibir seus
efeitos farmacoldégicos. Por exemplo, um pro-farmaco pode
desse modo ser visualizado como uma droga que contém grupos
protetores especializados utilizados de uma forma
transitéria para altera ou para eliminar propriedades
indesejadas na molécula m3e. Sendo assim, a referéncia aqui
a um composto inclui todas as formas abaixo mencionadas a
ndo ser que o contexto claramente indique outra forma.

Os compostos descritos acima sio Gteis nos métodos
descritos agqui. Em uma modalidade, um composto como
descrito abaixo exibe um EcCso na faixa entre
aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1000 uM para
inibi¢doc de MAPK de p38.

Uma modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo género que se segue (Género Ia):

Xy XsRy R

X3 N / R3
X X0 R

Género Ia;
onde
R;,, R,, R3 e Ry sdo independentemente selecionados
dentre o grupo que consiste de H, C1-Cio alquila, Ci-Cio
alquila substituida, C;-Cio alguenila, Ci-Cyo haloalquila,

C,-Cyo nitroalquila, Ci1-Cio tioalquila, C;-Cio hidroxialquila,
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C,;-Cyo alcéxi, fenila, fenila substituida, halogénio, C;-Cio
alcoxialquila, C;-C;o carbdxi, alcoxicarbonila, CO-uronida,

CO-monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CO-polissacarideo;

e

X4, Xo, X3, Xa, e X5 sao independentemente
selecionados a partir do grupo gque consiste em H,
halogénio, C;-Cio alcdxi e hidrdéxi.

Outra modalidade fornece uma familia de compostos

representada pelo género que se segue (Género Ib):

Ra
xagN;,}
S R

Género Ib

onde

X, & selecionado a partir do grupo que consiste em H,
halogénio, C;-Cijo alcdxi, e OH;

R, & selecionado do grupo gque consiste em H,
halogénio, C;-Cio alquila, Ci-Cyo alquila substituida, C;-Cyo
hidroxialgquila, Ci-Cjio alcoxialquila, C;-Cyo carbdxi, Ci-Cio
alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-monossacarideo, CoO-
oligossacarideo, e CO-polissacarideo; e

R, é selecionado do grupo gque consiste em H,
halogénio, e OH.

Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo género que se segue (Género Ic):

R
xs_@hgz
o R

Género Ic,

onde
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X, & selecionado do grupo que consiste em H, F, OH, e

R, é selecionado do grupo que consiste em H, CF;,

CH,F, CH,OH, COOH, CO-Glucoronida, Br, CH;, e CH,OCH3;

R, é selecionado do grupo que consiste em H e OH;

sob a condigdo de que quando Ry e X3 sdo H, R; ndo é

Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representados pelo subgénero que se segue (Subgénero II):

OCH3 H

CHF;,

e

Ry

Rese.

O Ry
Subgénero II;

onde

X; é selecionado do grupo due consiste em H, OH, e

R, é selecionado do grupo que consiste em H, CFj,

CH,F, CH,COH, COOH, CO—Glucoronida , Br, CH;, e CH,OCH;;

R, é selecionado do grupo que consiste em H e OH, sob

a condicdo de que quando Rs e X3 sd3o0 H, R, ndo é CH;.

Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo subgénero que se segue (Subgénero III):

Ra

Xy—<::>—N~—/

o

Subgénero III;

em gque
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X, é selecionado do grupo que consiste em H, F, e OH;

R, é selecionado do grupo que consiste em H, Br,
CH,F, CHF,, e CF5.
Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo subgénero que se segue (Subgénero IV):

o)

Subgénero IV;
onde X; é selecionado do dgrupo que consiste em H,
halogénio, C;-Cio alcdxi, C1-Cio algquila, Ci-Cyo alquila

substituida, C;-C;o alquenila, Ci-Cio haloalquila, Ci-Cio

nitroalquila, C1-Cio0 tioalquila, C,-Cio hidroxialquila,
fenil, fenil substituido, C,-Cio alcoxialquila, C;-Cio
carbdxi, C1-C1o alcoxicarbonila, CO-uronida, Co-

monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CO-polissacarideo.
Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo subgénero que se segue (Subgénero V) :

e

o)

CF;

Subgénero V;
em que X; é selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, Ci-Cio alcdxi, C1-Cio alquila, Ci-Cypo alquila
substituida, Ci-Cio algquenila, Ci-Cyo haloalquila, Ci-Cio
nitroalquila, C1-Cio tiocalquila, C,-Cio hidroxialquila,

fenila, fenila substituida, Ci-Cio alcoxialquila, Cy-Cyo
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carbdxi, C;-Cio alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-
monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CO-polissacarideo.
Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo subgénero que se segue (Subgénero VI):

Género VI;

onde

Ar é piridinila ou fenila;

Z é& O ou S;

X é H, F, Cl1, OH, CH;, ou OCH;;

R, €& metila, C(=0)H, C(=0)CHs, C(=0)0OCH;, C(=0)0-
glucosila, fluorometila, difluorometila, trifluorometila,
bromo, metilmetoxila, metilhidroxila, ou fenila; e

R, é H ou uma hidroxila;

Sob a condicdo de que quando R: é trifluorometil, Z é&
O, R, & H e Ar é fenila, a fenila n3o & apenas substituida
na posigdo 4’ por h, F, ou OH.

0 Género VI inclui as familias de compostos

representada pelo Subgénero VIa € o Subgénero VIb:

R2 R2
e D
Z Ry Z Ry
Subgénero VIa Subgénero VIb

onde Z, X3, R, e Ry sao definidos como em Género VI.

Sera reconhecido que o anel de fenila na estrutura
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representada por Subgénero VIa é substituida por X3 na
posigdo 4'.
Outra modalidade propicia uma familia de compostos

representada pelo género que se segue (Género VII):

N Y1
Yg N R4
Y3 N (o]
Ya
X3

Género VII

em que

X; é selecionado do grupo dque consiste em H,
halogénio, C;-Cio alcdxi, e OH;

Y,, Y., Y3 e Y, sao independentemente selecionados
dentre o grupo que consiste de H, Ci-Cio alquila, C;-Cyo
alquila substituida, C;-Cio alquenila, Ci-Cyo haloalquila,
C,-Cio nitroalgquila, Ci1-Cyo tioalquila, C;-Cio hidroxialquila,
C1-Cip alcdxi, fenila, fenila substituida, halogénio,
hidroxila, C,-Cio alcoxialquila, C,-Cio carbdxi, C1-Cio
alcoxicarbonila; e

R, é selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, e OH.

Sera reconhecido que um composto especifico descrito
aqui pode ser um elemento de mais do que um dos diversos
géneros descritos acima. Os compostos descritos aqui sao
Gteis para modular um sistema de proteina cinase ativada
por estresse (SAPK). Compostos exemplificativos de géneros

Ia-c, Subgéneros II-V e géneros VI e VII que sdo Gteis para
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modular um sistema de proteina cinase ativada por estresse

(SAPK)

sio estabelecidos adiante na Tabela 1 abaixo.

Os

compostos 1-6 sdo exemplos de compostos de Subgénero II.

Compostos 7-12 s8o exemplos de compostos de Subgénero III.

O composto 13 é pirfenidona, um exemplo de um composto do

Subgénero II. Compostos 14-32 sio exemplos de compostos de

Género VI. O composto 33 & um exemplo de Género VII.

Namero do

composto

Tabela 1

Composto

OH

Nimero

do



10

15

20

25

Composto

composto

\©

10

11

12

30/101



10

15

20

25

30

Namero do

composto

13

14

15

16

17

18

19

20

21

31/101

Composto



10

15

20

25

30

32/101

Nimero do Composto
composto
Chi3
n )
e
CHoF
2 ()
o)
~ I

24 |

TL
25

N® "0
9
~ 'ir
Br\ S
26 A
=
]
Brﬁ S
27 :\llo



10

15

20

25

30

Numero do

composto

28

29

30

31

32

33

33/101

Composto

.n
I
5]
(9]
Z )
/
O

o
)

__0
ZQ 2l

z;j o )

Z
@)

-
g
()

xI
&

FsH

/

Z
O

I :
&S

of



10

15

20

25

34/101

Outra modalidade & direcionada para purificar
compostos representados por géneros Ia-c, Subgéneros II-V
e/ou géneros VI e VII. O grau de pureza pode ser expresso
como uma percentagem conforme descrito acima. Em
modalidades preferidas, compostos purificados representados
por géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou géneros VI e VII
possuem uma pureza de aproximadamente 96% ou superior, mais
preferivelmente aproximadamente 98% ou superior, em peso
com base no peso total da composigdo que compreende O
composto purificado. Por exemplo, uma modalidade propicia
Composto purificado 3 (Tabela 1).

Compostos de géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou
géneros VI e VII podem ser sintetizados ao wutilizar
diversas reacdes. Exemplos de sintese incluem © que se
segue, designados Esquemas Sintéticos 1, 2, e 3.

Esquema Sintético 1

Rz Ry
A
X X2
Rs Br
Ra R4 X4 X,
HN Xa
Y. VS
> R3 N / Xa
o K,CO3/DMF/ temp _
A Rs 0 X4

X,=X,=X;=X,= H, alquila, alquenila, nitroalquila, tiocalquila, fenila,
fenila substituida, CH,PHe, halogénio, hidrdxi, alcéxi, haloalquila
R,=R,=R;=R,= H, alguila, alqguenila, nitroalquila, tioalquila, fenila,

fenila substituida, CH,PHe, halogénio, hidréxi, alcdxi, halocalquila
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l B ) /Me ,
. Ry Sp——~Phe .
AN .
Me Rg Ry X4 Xa

5 - Rs N / X3
Cu ( OAc) / TBAF/ Solvent
Ry Rs o Xa
B(0H)z
10 % &
- 3 N / X3
Cu ( OAc) 5 /Oxidant (TEMPO,
Pynd1neN-ox1de O,)/base(Py, TEA)/CH2012
/ peneiras moleculares 4A) : o X,

N

15 Esquema sintético 2

—————————

ﬁ e} Cul, K,COs
20
RZ

Reacdo de Ullmann: Chem.Pharm.Bull 45(4) 719-721.

1 X R2 Rk[fj§
R

N —
\El X—Bl‘.l N 0

aril-piridina-2 alvos foram obtidos através de arilagao
25 2-hidroxipiridinas. A reagdo de Ullmann €& Gtil

preparagdo de compostos descritos, exceto os andlogos de

de
na

5-

bromo e composto 33 que s&o permitidos, por exemplo, pelo

esquema sintético 3.

A mistura de 2-hidroxipiridina (1 mmol), aril iodeto

30 e brometo (2 mmol), CuI (0,1-0,5 mmol) e carbonato

de
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potadssio anidroso (1 mmol) em DMF (3 ml) foi agitada
durante a noite a 1300C sob atmosfera de argbnio. A mistura
de reac3o profundamente colorida foi adicionada em etil
acetato e 10% de hidréxido de aménio. A camada orgdnica foi
lavada com salmoura e seca sobre sulfato de magnésio. A
cromatografia de coluna fornece compostos alvo como sdlidos
cor-de-areia em produgdo de 25-60%.

Esquema sintético 3

HO R1
. O~ L
=
o8 s
Cu(OAG)z, O, Py @
R2

N [0}

N-aril-2-piridonas alvo podem ser obtidos através de
arilacdo de 2-hidroxipiridinas com dcidos alquilbordnicos
(TetrahedronLett. 42 (2001) 3415-3418). A rota de acido
alquilbordénico & 0til na preparagdo de compostos descritos.
Uma mistura de 2-hidroxipiridina (5 mmol) , acido
arilbordnico (10 mmol), acetato de cobre (II) (0,5-1 mmol),
piridina (10 mmol) e peneiras moleculares 4A (0,5-1 g) em
diclorometano (25 ml) foi agitada por 24-48 horas em
temperatura ambiente aberta ao ar. A mistura de reagdo foi
lavada com bicarbonato de sédio saturado com EDTA fase
orgdnica foi seca sobre sulfato de sédio. N-aril-2-
piridonas alvo foram isoladas por cromatografia e coluna
como sélidos brancos em produgdo de 85-100%.

Ccomo derivados de pirfenidona, os compostos de
géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou géneros VI e VII podem

também ser sintetizados por quaisquer reagdes convencionais
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conhecidas da técnica com base nos esquemas sintéticos
conhecidos para pirfenidona, tal como descrito nas Patentes
U.S. Nos. 3.839.346; 3.974.281; 4.042.699 e 4.052.5009,
todos aqui expressamente incorporadas mediante referéncia
em suas totalidades.

Materiais de partida descritos aqui estao
comercialmente disponiveis, sdo conhecidos, ou podem ser
preparados por métodos conhecidos na técnica. Além disso,
materiais de partida ndo descritos aqui estdo disponiveis
comercialmente, sdo conhecidos, ou podem ser preparados por
métodos conhecidos na técnica.

Materiais de partida podem possuir os substituintes
apropriados para essencialmente fornecer produtos desejados
com os substituintes correspondentes. De forma alternativa,
substituintes podem ser adicionados em qualquer ponto de
sintese para essencialmente fornecer produtos desejados com
os substituintes correspondentes.

Os Esquemas sintéticos 1-3 mostram métodos que podem
ser utilizados para preparar COmpoOsStos de géneros Ia-cC,
Subgéneros II-V e/ou géneros VI e VII. Aguele versado na
técnica observarda que um nimero de esquemas de reagao
sintética diferentes pode ser utilizado para sintetizar os
compostos de géneros Ia-c, Subgénero II-V e/ou géneros VI e
VII. Além disso, aquele versado na técnica entendera gque um
namero de solventes diferentes, agentes de acoplamento, €
condicdes de reagdo pode ser utilizado nas reagles de
sintese para produzir resultados comparaveis.

Aquele versado na técnica observara variagdes na
seqiéncia e, além disso, reconhecera variag¢des nas

condicdes de reagdo apropriadas a partir de reagdes
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anidlogas mostradas ou de outra forma conhecidas que podem
ser apropriadamente utilizadas nos processos acima para
fazer os compostos de géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou
géneros VI e VII.

Nos processos descritos aqui para a preparagdo dos
compostos de compostos de géneros Ia-c, Subgéneros II-V
e/ou géneros VI e VII, a utilizacdo de grupos protetores é
normalmente bem reconhecida por aquele versado na técnica
de quimica orgénica, e conseqlientemente a utilizagdo de
grupos de protegao apropriados pode em alguns casos ser
implicada pelos processos dos esquemas aqui, embora tais
grupos possam nao estar expressamente ilustrados.
Introducdo e remogdo de tais Jgrupos de protegdo adequados
s3o bem conhecidas na técnica de quimica orgdnica; vide,
por exemplo, T.W. Greene, wprotective Groups in Organic
Synthesis” (Grupos Protetores em Sintese Organica), Wiley
(nova Iorque), 1999. Os produtos das reacdes descritos aqui
podem ser isolados por meios convencionais tais como
extracdo, destilacgao, cromatografia, e similares.

Os sais, por exemplo, sais farmaceuticamente
aceitaveis, dos compostos de géneros la-c, Subgéneros II-V
e/ou géneros VI e VII podem ser preparados ao reagir a base
ou &cido apropriado com equivalente estequiométrico dos
compostos. De forma similar, derivados farmaceuticamente
aceitaveis (por exemplo, ésteres), metabolitos, hidratos,
solventes e proé-farmacos dos compostos de géneros Ia-c,
Subgéneros II-V e/ou géneros VI e VII podem ser preparados
por métodos normalmente conhecidos daqueles versados na
técnica. Sendo assim, outra modalidade propicia compostos

que sdo proé-farmacos de um composto ativo. Em geral, um
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proé-farmaco € um composto que é metabolizado in vivo (por
exemplo, através de uma transformacido metabdlica tal como
deaminacdo, dealquilagao, de-esterificacdo, e similares)
para propiciar um composto ativo. Um vpro-farmaco
farmaceuticamente aceitdvel” significa um composto que é,
dentro do ambito de julgamento médico de som, adequado para
utilizacdo farmacéutica em um paciente sem toxidade,
irritacdao, resposta alérgica indevidos, e similares, e
eficaz para a utilizagdo pretendida, que inclui um éster
farmaceuticamente aceitéavel bem como uma forma
zwiteridnica, onde possivel, dos compostos das modalidades.
Exemplos de tipos de pré-farmacos farmaceuticamente
aceitiveis sdo descritos em T. Higuchi e V. Stella, Pro-

fiarmacos como Novos Sistemas de Administragdo, Vol, 14 da

Série de Simpdésio A.C.S., € em Edward B. Roche, ed.,

Portadoras Bio-reversiveis em Projeto de Drogas Associagdo

Farmacéutica Americana e Editora Pergamon, 1987, ambos Os
quais sdo équi expressamente incorporados mediante
referéncia em suas totalidades.

Os compostos e composigdes descritos aqui podem
também incluir metabolitos. Como utilizado aqui, o termo
wmetabolitos” significa um produto de metabolismo de um
composto das modalidades ou um sal, andlogo ou derivado dos
mesmos, farmaceuticamente aceitavel, que exibe uma
atividade similar in vitro ou in vivo a um composto das
modalidades. Os compostos e composigoes descritos aqui
podem também incluir hidratos e solvatos. Como utilizado
aqui, o termo “solvato” refere-se a um complexo formado por
um soluto (aqui, um composto de géneros Ia-c, Subgéneros

II-V e/ou géneros VI e VII) e um solvente. Tais solventes
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para o propdésito das modalidades de preferéncia néo
deveriam interferir com a atividade bioldégica do soluto. Os
solventes podem ser, a titulo de exemplo, &agua, etanol, ou
scido acético. Em vista do que se segue, a referéncia aqui
a um composto ou género de composto especifico sera
entendida para incluir as diversas formas descritas acima,
que incluem saias farmaceuticamente aceitdveis, ésteres,
pré-farmacos, metabolitos e solvatos dos mesmos a nao ser
que estabelecido de outra forma.

Métodos para inibir cinase de p38

Em uma modalidade, sdao prépiciados métodos para
modular um sistema SAPK, in vitro ou in vivo. Os métodos
incluem contatar uma concentragdo de modulacdo de SAPK de
um composto com pelo menos uma MAPK de p38 (por exemplo, ao
contatar o composto com uma célula ou tecido que contenha
pelo menos uma MAPK de p38), em que O composto possua uma
poténcia relativamente baixa para inibigdo de pelo menos
uma MAPK de p38, gque corresponde a uma concentragdo
inibitéria relativamente elevada para inibicdo de pelo
menos uma MAPK de p38 pelo composto.

vCcontatar a célula” refere-se a uma condigdo na qual
um composto ou outra composigdo de matéria estd em contato
direto com uma célula ou tecido, ou estd proximo O
suficiente para induzir um efeito biolégico desejado em uma
célula ou tecido. Por exemplo, contatar uma célula ou
tecido que contém MAPK de p38 com um composto pode ser
induzido de qualquer forma que permita uma interagdo entre
MAPK de p38 e o composto, quer resulta no efeito bioldgico
desejado em uma célula. Contatar uma célula ou tecido pode

ser conseguido, por exemplo, através de intermistura ou
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administracio de um composto (tal como um composto de
géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou géneros VI e VII e/ou um
sal, éster, pré-farmaco e/ou intermedidrio dos mesmos, e/ou
uma composicdo farmacéutica que compreende um ou mais dos
anteriores) .

De forma alternativa, contatar uma célula ou tecido
pode ser conseguido ao induzir um composto de uma forma tal
que o composto serd marcado, direta ou indiretamente, para
uma célula ou tecido que contém MAPK de p38. Contatar uma
célula ou tecido pode ser conseguido sob condigles tais que
um composto se une a pelo menos uma MAPK de p38. Tais
condic¢des podem incluir proximidade do composto e tecido ou
célula contendo p38, pH, temperatura, ou gualquer condigao
que afete a unido de um composto para MAPK de p38.

Em certas modalidades, a célula & contatada com O
composto 1in vitro; em outras modalidades, a células &
contatada com o composto in vivo.

Quando a célula & contatada in vivo, a concentragdo
eficaz (EC) de um composto & uma concentracdo que resulta
em uma vreducdo de um ponto final especificado por uma
percentagem de alvo (por exemplo, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%)
relativa a reducab observavel maxima do ponto final
especificado por aquele composto. Tal ponto final pode ser
uma resposta psicoldgica, por exemplo, reducdo em sangue ou
outra concentracdo de fluido corporal de TNFa. Por exemplo,
ECso, EC40, ECio, EC,, e ECyp sdo determinados como
concentracdes que resultam em redugdes na concentragdo de
soro de TNFa em 50%, 40%, 30%, 20% e 10%, respectivamente,

relativos & redugdo observavel maxima sobre uma curva de

resposta de dose.
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Quando a célula é contatada in vitro, exceto em um
ensaio a base de célula, a concentragdo eficaz (EC) & uma
concentracdo que resulta em uma redugdo na atividade do
alvo especificado por uma percentagem determinada (por
exemplo, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%) . Por exemplo, ECse, ECso,
ECso, ECs, e Eciy sd3o determinados como concentragdes gue
resultam em reducdes na atividade ao alvo especificado em
50%, 40%, 30%, 20%, 10%, respectivamente, sobre uma curva
de resposta de dose. Quando a inibigdo completa de um alvo
especificado ndo & obtida, a concentracdo eficaz (EC) de um
composto & uma concentragdo gque resulta em uma redugao de
uma atividade de alvo por uma percentagem determinada (por
exemplo, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%) relativa & redugdo maxima
da atividade de alvo por aquele composto.

Quando a célula é contatada in vitro, em um, ensaio a
base de célula, a concentrac¢do eficaz (EC) de um composto é
uma concentracdo que resulta em uma redugdo na atividade de
um ponto final especificado por uma percentagem alvo (por
exemplo, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%) relativa & redugao
observavel maxima do ponto final especificado por aquele
composto. Tal ponto final pode ser uma resposta celular,
por exemplo, redu¢do na secregdo de TNFa como determinado
pela concentragdo de TNFa no meio celular. Por exemplo,
ECso, EC40, ECio, EC,y e Ecyo sio determinados como
concentrag¢des que resultam em redugéés na concentragdo de
TNFa em 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, respectivamente, relativo
a4 reducdo observavel méxima sobre uma curva de resposta de
dose.

A ECs, do composto de modulagdo de sistema SAPK esta

de preferéncia na faixa entre aproximadamente 1 pM e 1000
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pM, mais preferivelmente entre aproximadamente 50 pM e
aproximadamente 650 pM para inibigdo de pelo menos uma MAPK
de p38. Sendo assim, por exemplo, a modulagdo do Sistema
SAPK pode envolver contatar um composto (por exemplo, um
composto de Géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou Géneros VI e
VII) com pelo menos uma MAPK de p38 em uma concentragdo que
seja inferior a uma ECs, de preferéncia inferior do que
ECs;, mais preferivelmente inferior a ECy,, ainda mais
preferivelmente inferior a EC,, para inibi¢8o de pelo menos
uma MAPK de p38 pelo composto conforme determinado sobre
uma curva de resposta de dose in vivo.

Em certas modalidades, o composto & propiciado na
forma de uma composigdo farmacéutica, junto de uma
portadora farmaceuticamente aceitavel.

Rastreando uma biblioteca de compostos para
inibidores de p38 de poténcia baixa

Em outro aspecto, um método & propiciado para
identificar um composto farmaceuticamente ativo, por
exemplo, para determinar se um composto é potencialmente
Gtil como um agente terapéutico, por exemplo, para a
prevengdo ou tratamento de uma condicdo inflamatéria (tal
como condicdo associada a p38- ou citoquina). O método
inclui ensaiar diversos compostos para inibicdo de pelo
menos um MAPK de p38 e selecionar um composto que exiba uma
poténcia relativamente baixa para inibir MAPK de p38. De
preferéncia, um EGCso de tal composto inibidor de p38 de
poténcia baixa esta na faixa entre aproximadamente 1 uM e
aproximadamente 1000 pM, de preferéncia aproximadamente 50
pM e aproximadamente 650 pM para inibicdo de pelo menos um

MAPK de p38. A pluralidade de compostos a serem ensaiados é
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de preferéncia selecionada a partir de uma biblioteca de
compostos potenciais. O ensaio da pluralidade de compostos
a partir da biblioteca pode ser conduzido de diversas
formas. Por exemplo, em algumas modalidades, os métodos
compreendem ainda contatar pelo menos um MAPK de p38 com a
pluralidade de compostos, € determinar se o0s compostos
inibem a atividade de citoguinas. Um MAPK de p38 é de
preferéncia selecionado a dentre um grupo que consiste em
p38a, p38B, p38y, e p385. Em modalidades preferidas, a
etapa de contato toma lugar in vitro; em certas modalidades
preferidas, a etapa de contato compreende contatar uma
célula que compreende MAPK p38 com O composto.

Em ainda outra modalidade, métodos sdo propiciados
para inibir a atividade de MAPK de p38 em uma célula, 1in
vitro ou in vivo. Em geral, tais métodos incluem contatar
uma célula que contém pelo menos um MAPK de p38 com uma
guantidade eficaz de inibicdo de p38 de um composto (por
exemplo, um composto de Géneros Ia-c, Subgéneros II—V e/ou
Géneros VI e VII), sob condigdes tais que a atividade de
p38 na célula seja inibida. Exemplos de tais métodos sao
propiciados na segdo de EXEMPLOS abaixo. O composto de
preferéncia exibe um ECso na faixa entre aproximadamente 1
pM e aproximadamente 1000 BM, de preferéncia
aproximadamente 50 uM e aproximadamente 650 pM para
inibicdo de pelo menos um MAPK de p38. O contato de pelo
menos um MAPK de p38 com O composto é de preferéncia
conduzido em uma concentragdao de modulacdo de sistema SAPK
que seja inferior a ECi,, de preferéncia inferior a ECyo,
mais preferivelmente inferior a ECi, para inibig¢do de pelo

menos um MAPK de p38 pelo composto.
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Métodos in vivo incluem, por exemplo, introduzir em
um grupo de animais oralmente ou por injegdo de um composto
de interesse (por exemplo, um composto de Géneros Ia-cC,
subgéneros II-V e/ou Géneros VI e VII) em diversas
concentracdes. Seguindo a introdugdo do composto, €
administrado lipopolissacarideo de forma intravenosa.
Niveis de THFa de soro sdo medidos e comparados aqueles de
animais de controle. Os compostos preferidos inibem a
liberacdo de THFa, reduzindo desse modo os niveis de THFa
nas amostras de sangue de animais testados. O composto de
preferéncia exibe uma ECs, na faixa entre aproximadamente 1
M e aproximadamente 1000 M, de preferéncia
aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650 pM na faixa de
liberacdao de THFa.

o) método para identificar um composto
farmaceuticamente ativo pode ainda incluir determinar uma
toxicidade em mamiferos do composto selecionado. Tails
métodos sdo normalmente conhecidos daqueles versados na
técnica. o) método para identificar um composto
farmaceuticamente ativo pode também incluir administrar o
composto selecionado a um objeto de teste, tanto em
conjunto com a determinagdo de toxicidade em mamiferos
quanto por outras razdes. Em uma modalidade, os objeto de
teste possui ou estd em risco de possuir uma condigdo
inflamatéria. De preferéncia o objeto de teste é um
mamifero, e pode ser um humano.

Métodos de tratamento e/ou prevengédo

outra modalidade propicia métodos para tratar e
impedir estados de doengas, Ppor exemplo, condigdo (des)

inflamatéria(s) e/ou condigdo (des) fibrética(s). Os métodos
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incluem identificar um objeto em risco de ou que possua
pelo menos uma condigdo selecionada a partir de uma
condigao inflamatdria e uma condigao fibrdtica e
administrar um composto ao objeto em uma quantidade eficaz
para tratar ou impedir a condicdo inflamatdéria e/ou
condigdo fibrética. Em modalidades preferidas, © composto
exibe uma ECs; na faixa entre aproximadamente 1 M e
aproximadamente 1000 pM, de preferéncia aproximadamente 50
pM e aproximadamente 650 pM para inibi¢do de pelo menos um
MAPK de p38. Em modalidades preferidas, a quantidade
efetiva produz sangue oOu SOro oOu outra concentragao de
fluido corporal que & inferior a uma ECjo, ou de
preferéncia, uma ECy oOu, mais preferivelmente, uma ECi0
para inibi¢do de MAPK de p38 pelo composto. Em modalidades
preferidas, o composto exibe uma ECs, na faixa entre
aproximadamente 1 pM € aproximadamente 1000 pM, de
preferéncia aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650 pM
para inibigdo da secrecdo de THFa. Em outras modalidades
preferidas, a quantidade eficaz produz sangue ou SOro ou
outra concentracdo de fluido corporal que é inferior a uma
EC;,, ou de preferéncia, uma EC,, ou, mais preferivelmente,
uma EC,s ou, mais preferivelmente, uma EC,o para inibig&o de
liberacdo de THFa estimulada por LPS em um fluido corporal
pelo composto. A quantidade eficaz & de preferéncia
aproximadamente 70% ou inferior, mais preferivelmente
inferior a aproximadamente 50%, de uma quantidade que
provoca um efeito indesejavel no objeto, tal como,
sonoléncia, nausea, sintoma de frio, incémodo
gastrintestinal, e erupgao fotossensivel, porém sem se

limitar aos mesmos. O composto utilizado para o tratamento
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ou prevengdo é de preferéncia um composto de Géneros Ia-c,
Subgéneros II-V e/ou Géneros VI e VII.

Métodos para identificar um objeto em risco de ou que
possua uma condigdo inflamatdéria sd3o bem conhecidos
daqueles versados na técnica. Exemplos de condigdes
inflamatérias que podem ser tratadas ou impedidas pelos
métodos descritos aqui incluem condigdes associadas a p38,
por exemplo, condi¢des associadas com atividade de
citoquina alterada, condi¢des associadas com a modulacgdo de
um sistema SAPK, doencas auto-imunes, e doengas associadas
a inflamacdo aguda e crdnica. A citoguina (ou citoquinas) é
(s30) de preferéncia selecionada a partir de um grupo dque
consiste em IL-1B, IL-6, IL-8, e THFa. Em uma modalidade, o
composto utilizado para trata ou impedir a condigdo
inflamatéria & composto que inibe uma cinase na trajetodria
de sinalizacdo de SAPK. Exemplos de compostos preferidos
incluem um composto de Géneros Ia-c, Subgéneros II-V e/ou
Géneros VI e VII>

O termo ‘“condigdo associada a p38” significa uma
doenca ou outras condigdes deletérias nas dguais a
trajetdédria de sinalizagdo de cinase de MAP de p38 &
implicada, quer direta ou indiretamente. Exemplos de
condicdes associadas a p38 incluem condi¢des provocadas por
desregulamentc ou super-expressdo de IL-1B, THFa, IL-6 ou
I1-8 que resultante de niveis suspendidos, prolongados,
aumentados ou elevados de atividade de p38. Tais condigdes
incluem, sem limitagdo, doengas inflamatdrias, doengas
auto-imunes, doencas fibrdticas, desordens destrutivas dos
ossos, doencas proliferativas, doencas infecciosas, doengas

neuro-degenerativas, alergias, isquemia de re-perfusdo em
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derrame, ataques cardiacos, desordens angiogénicas, hipdxia
dos o6rgdos, hiperplasia vascular, hipertrofia cardiaca,
agregacdo de plaquetas induzida por trombina, e condigdes
associadas com a prostaglandina ou trajetdrias de
ciclooxigenase, por exemplo, condigdes que envolvem sintese
de endoperéxido de prostaglandina. Uma condicdo associada a
p38 pode incluir qualquer condicdo associada a ou mediada

por uma isoforma de p38.

Uma “condigao fibroética”, “condigdo
fibroproliferativa”, “doenga fibroética”, “doenga
fibroproliferativa”, vdesordem fibrotica”, e “desordem

fibroproliferativa” sdo utilizadas de forma permutédvel para
referir-se a uma condigdo, doenga oOu desordem que &
caracterizada por proliferagdo desregulada ou atividade de
fibroblastos e/ou acumulagdo patoldgica ou excessiva de
tecido de colédgeno. Normalmente, qualquer doenca, desordem
ou condicdo é passivel de ser amenizada para tratamento
através de administracdo de um composto que possui
atividade anti-fibrética. Desordens fibréticas incluem
fibrose pulmonar idiopatica (IPF) e fibrose pulmonar
proveniente de uma etiologia conhecida, fibrose de figado,
e fibrose renal. Outras condigdes fibrbéticas
exemplificativas incluem fibrose misculo-esquelética,
fibrose cardiaca, aderéncias pés-cirtrgicas, esclerodermia,
glaucoma, e lesdes da pele tais como queldides.

O termo ‘“sistema de SAPK de modulagdo” significa
aumentar ou diminuir a atividade da atividade de sistema de
proteina cinase ativada por estresse, por exemplo, ao
inibir a atividade de p38, quer in vitro ou in vivo. Em

-

certas modalidades, o sistema de SAPK & modulado quando a



W

10

15

20

25

30

49/101

atividade de p38 em uma célula € inibida em aproximadamente
50%, de preferéncia em aproximadamente 40%, mais
preferivelmente em aproximadamente 30%, ainda mais
preferivelmente em aproximadamente 20%, ou ainda mais
preferivelmente em aproximadamente 10% comparada a
atividade de p38 de uma célula de controle nao tratada.

Uma condicdo associada a atividade de citoquina
alterada, como utilizado aqui, refere-se a uma condigdo na
qual a atividade de citoquina & alterada comparada a um
estado ndo adoecido. Isto inclui condigdes provocadas por
superprodu¢do ou desregulagdo de IL-183, THFa, IL-6 e IL-8,
porém sem se limitar as mesmas, Jue resulta em niveis
suspendidos, prolongados, aumentados ou elevados de

atividade de p38. Tais condig¢des incluem, sem limitacéo,

doengas inflamatérias, doengas auto-imunes, doencgas
fibréticas, doengas destrutivas dos ossos, doengas
proliferativas, doencas infecciosas, doengas neuro-

degenerativas, alergias, re-perfusdo/isquemia em derrame,
ataques cardiacos, desordens angiogénicas, hipdéxia dos
érgaos, hiperplasia vascular, hipertrofia cardiaca,
agregagdo de plaquetas induzida por trombina, e condig¢des
associadas com a prostaglandina ou trajetérias de
ciclooxigenase, por exemplo, condi¢es que envolvem sintese
de endoperdxido de prostaglandina. Uma condicdo associada a
citoquina pode incluir qualquer condigdo associada a ou
mediada por IL-1 (especificamente IL-1p), THFa, IL-6 e IL-
8, ou qualquer outra citoquina que possa ser regulada por
p38. Em modalidades preferidas, a condi¢do associada a
citoquina é uma condigdo associada a THFa.

Os métodos descritos aqui podem também ser utilizados
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para tratar doencas auto-imunes e doengas associadas a
inflamacdo aguda e crénica. Estas doengas incluem: doenga
pulmonar obstrutiva crdnica (COPD); sindrome oblitera
bronquiolitica; fibrose alograft crdénica; fibrose pulmonar
inflamatéria (IPF); artrite reumatdide; osteoartrite; gota,
outras condicdes de artrite; sépsi; choque séptico; choque
endotdéxico; sépsi gram-negativa; sindrome do choque téxico;
sindrome da dor miofacial (MPS); Shiguelosi; asma; sindrome
de doencga respiratdria adulta; doencga intestinal
inflamatdéria; doenga de Crohn; psoriase; eczema; colite
ulcerativa; nefrite glomerular; esclerodermia;
tireoiditismo crénico; doenga de Grave; doenca de Ormond;
gastrite auto-imune; misatemia grave; anemia hemolitica
auto-imune; neutropenia auto-imune; trombocitopenia;
fibrose pancreatica; hepatite ativa crdénica que inclui
fibrose hepatica; doenga renal aguda e crbénica; fibrose
renal, sindrome intestinal irritavel; pirese; restenose;
maliaria cerebral; derrame e dano isquémico; trauma neural;
mal de Alzheimer; doenga de Huntington; mal de Parkinson;
dor aguda e crdnica; alergias, incluindo rinite alérgica e
conjuntivite alérgica; hipertrofia cardiaca; faléncia do
coracdo crdnica; sindrome corondria aguda; caquexia;
maldria; lepra; leishmaniose, doenca de Lyme; sindrome de
Reiter; sinusite aguda; degeneragdo muscular, bursite;
tendinite; tenosinusite; sindrome de disco vertebral com
hérnia, rompido, ou com prolapso; osteopetrose; trombose;
silicose; sarcosi pulmonar; doengas de reabsorgdo de 08SsO;
tais como osteoporose ou desordens 6sseas relacionadas a
mieloma maltiplo; céncer, incluindo carcinoma de seios

metastico, carcinoma colo-retal, melanoma maligno, céancer
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gastrico, e cancer pulmonar de células ndo pequenas, porém
sem se limitar aos mesmos; reagdo de hospedeiro versus
enxerto; e doencas auto-imunes, tais como Esclerose
Madltipla, 1lupus e fibromialgia; AIDS e outras doencas
virais tais como Herpes Zoster, Herpes Simples I ou II,
virus de gripe, Sindrome Respiratdria Aguda Severa (SARS) e
citomegalovirus; e diabetes mellitus; porém sem se limitar
aos mesmos. Além disso, os métodos das modalidades podem
ser utilizados ©para tratar desordens proliferativas
(incluindo ambas as hiperplasias benigna e maligna),
incluindo leucemia mieldide aguda, leucemia mieldide
crdénica, sarcoma de Kaposi, melanoma metdstico, mieloma
mGltiplo, cédncer de seios, incluindo carcinoma metdstico de
seios; carcinoma colo-retal; melanoma maligno; cdncer
gastrico; cédncer de pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC);
metistase Ossea, e similares; desordens da dor incluindo
dor neuromuscular, dor-de-cabeg¢a, dor de céancer, dor
dental, e dor de artrite; desordens angiogénicas incluindo
angiogénese de tumor sdlido, neovascularizag¢do ocular, e
hemangioma infantil; condigdes associadas a trajetdrias de
sinalizacdo de ciclooxigenase e lipoxigenase, incluindo
condicdes associadas a sintase-2 de endoperdxido de
prostaglandina (incluindo edema, febre, analgesia, e dor),
hipéxia de ©6rgdos; agregagdo de plaquetas induzida por
trombina. Além disso, os métodos descritos aqui podem ser
liteis para o tratamento de doencas protozodrias em animais,
incluindo mamiferos.

Um objeto pode incluir uma ou mais células ou
tecidos, ou organismos. Um objeto preferido & um mamifero.

Um mamifero pode incluir qualquer mamifero. Como um exemplo
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ndo limitante, mamiferos preferidos incluem gado, poOIcos,
ovelhas, bodes, cavalos camelos, bufalos, gatos, caes,
ratos, camundongos, e humanos. Um mamifero objeto altamente
preferido é um humano. O(s) composto(s) pode(m) ser
administrado(s) ao objeto através de qualquer Irota de
administracdo de droga conhecida na técnica. Rotas de
administracdo exemplificativas especificas incluem oral,
ocular, retal, bucal, tdpica, nasal, oftdlmica, subcuténea,
intramuscular, intravenosa (bolo e infusdo), intracerebral,
transdérmica e pulmonar.

Os termos ‘“quantidade terapeuticamente eficaz” e
*quantidade profilaticamente eficaz”, como utilizados aqui,
referem-se a uma quantidade de um composto suficiente para
trata, amenizar, ou impedir a doenga ou condigao
identificada, ou para exibir um efeito terapéutico,
profilatico, ou inibidor detectavel. O efeito pode ser
detectado por, por exemplo, O©OS ensaios descritos nos
exemplos que se seguem. A quantidade eficaz precisa para um
objeto dependerd do peso, tamanho, e satde do corpo do
objeto; a natureza € extensio de da condigdo; e a
terapéutica ou combinagdo de terapéuticas selecionada para
administracdo. Quantidades terapéutica e profilaticamente
eficazes para uma determinada situagdo  podem ser
determinadas através de experimentagdo de rotina que estéa
dentro da habilidade e julgamento do médico. De
preferéncia, a quantidade eficaz do composto  das
modalidades produz sangue Ou sOro ou outra concentragdo de
fluido corporal que & inferior a EC;,, ECy ou EC,, para
inibicdo de cinase de MAP de p38.

Para qualquer composto, a quantidade terapéutica e
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profilaticamente eficaz pode ser inicialmente estimada
tanto em ensaios de cultura de célula, por exemplo, de
células neoplasticas, ou em modelos animais, normalmente
ratos, camundongos, coelhos, cachorros, ou porcos. O modelo
animal pode ser também utilizado para determinar a faixa e
rota de concentragdo adequada para administragdo. Tal
informagdo pode em seguida ser utilizada para determinar
doses e rotas Uteis para administragdo em humanos.

Eficacia e toxicidade terapéuticas/profilaticas podem
ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrdo em
culturas de células ou animais experimentais, por exemplo,
EDs, (a dose terapeuticamente eficaz em 50% da populagdo) e
LDs, (a dose letal para 50% da populagdo) . A razdo de dose
entre efeitos terap@uticos e téxicos & © indice
terapéutico, e pode ser expresso como a razdo, EDso/LDsg.
Composig¢des farmacéuticas que exibem indices terapéuticos
grandes sado preferidas. Contudo, as composigdes
farmacéuticas que exibem indices terapéuticos estreitos
também estdio dentro do &mbito das modalidades. Os dados
obtidos a partir dos ensaios de cultura de célula e estudos
animais podem ser usados na formulacdo de uma faixa de
dosagem para uso humano. A dosagem contida em tais
composigdes esta de preferéncia dentro da faixa de
concentracdes de circulagdo que incluem uma EDsp, com pouca
ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta
faixa dependendo da forma de dosagem empregada,
sensibilidade do paciente, e a rota de administragdo.

Mais especificamente, as concentragdes de plasma
méximas (Cmax) podem variar entre aproximadamente 65 upM e

aproximadamente 115 uM, ou aproximadamente 75 uM e
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aproximadamente 105 M, ou aproximadamente 85 uM e
aproximadamente 95 M, ou aproximadamente 85 pM e
aproximadamente 90 uM dependendo da rota de administragao.
Guidance como para dosagens e métodos especificos de
administracdo é propiciada na literatura e estd normalmente
disponivel pra praticantes da técnica. Em geral a dose
estaria na faixa entre aproximadamente 100 mg/dia e
aproximadamente 10 g/dia, ou aproximadamente 200 mg/dia e
aproximadamente 5 g/dia, ou aproximadamente 400 mg/dia e
aproximadamente 3 g/dia, ou aproximadamente 500 mg/dia e
aproximadamente 2 g/dia, em doses Gnicas, divididas, ou
continuas para um paciente pesando entre aproximadamente 40
e 100 kg (cuja dose pode ser ajustada para pacientes acima
e abaixo desta faixa de peso, especificamente criangas
abaixo de 40 kg). Normalmente a dose ficard na faixa entre
aproximadamente 25 mg/kg e aproximadamente 300 mg/kg de
peso corporal por dia.

A dose exata sera determinada pelo profissional, a
luz de fatores relacionados ao objeto que exige tratamento.
Dosagem e administragdo sao ajustadas para propiciar niveis
suficientes do(s) agente(s) ou para manter O efeito
desejado. Fatores dque podem ser levados em consideragao
incluem a severidade do estado da doenca, saude geral do
objeto, idade, peso, e género do objeto, dieta, tempo e
freqiiéncia de administracgao, combinacdo (des) de drogas,
sensibilidades de reacdo, e tolerdncia/resposta a terapia.
Composigdes farmacéuticas de longa atuag¢do podem ser
administradas duas vezes ao dia, uma vez ao dia, uma vez a
cada dois dias, trés vezes por semana, duas vezes por

semana, a cada 3 ou 4 dias, ou toda semana dependendo de
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taxa de meia-vida e clareza da formulagdo especifica. PoOr
exemplo, em uma modalidade, uma composigdo farmacéutica
contém uma quantidade de um composto como descrito aqui que
& selecionado para administragdo a um paciente em uma
programagdo selecionada dentre: duas vezes ao dia, uma vez
ao dia, uma vez a cada dois dias, trés vezes por semana,
duas vezes por semana, € uma vez por semana.

Verificar-se-4& que o tratamento conforme descrito
aqui inclui impedir uma doenga, amenizar sintomas,
desacelerar a progressdo da doenca, reverter dano, ou curar
uma doenga.

Em um aspecto, tratar uma condicdo inflamatdria
resulta em um aumento no tempo de sobrevivéncia médio de
uma populagdo de objetos tratados em comparagdoc a uma
populagdo de objetos néo tratados. De preferéncia, o tempo
de sobrevivéncia médio é aumentado mais do que
aproximadamente 30 dias; mais preferivelmente mais do que
aproximadamente 60 dias; mais preferivelmente, em mais de
aproximadamente 90 dias; e ainda mais preferivelmente em
mais do que aproximadamente 120 dias. Um aumento em tempo
de sobrevivéncia de uma populagdo pode ser medido por
qualquer meio reproduzivel. Em um aspecto preferido, um
aumento em tempo de sobrevivéncia médio de uma populagao
pode ser medido, por exemplo, ao calcular para uma
populagdo o comprimento médio de sobrevivéncia que segue O
inicio de tratamento com o composto ativo. Em um outro
aspecto preferido, um aumento em tempo de sobrevivéncia
médio de uma populagdo pode também ser medido, por exemplo,
ao calcular para uma populagdo o comprimento médio de

sobrevivéncia que segue a finalizagdo de uma primeira



10

15

20

25

30

56/101

rodada de tratamento com um composto ativo.

Em outro aspecto, tratar uma condigdo inflamatéria
resulta em uma diminuicdo na taxa de mortalidade de uma
populagdo de objetos tratados em comparag¢do a uma populagdo
nio tratada. Em um aspecto adicional, tratar uma condigdo
inflamatéria resulta em uma diminuig¢do na taxa de
mortalidade de wuma populagdo de objetos tratados em
comparacdo a uma populagdo que recebe monoterapia com uma
droga que ndo €& um composto das modalidades, ou um sal,
metabolito, analogo ou derivado dosa mesmos
farmaceuticamente aceitdvel. De preferéncia, a taxa de
mortalidade é diminuida em mais de 2%, mais
preferivelmente, em mais de aproximadamente 5%; mais
preferivelmente, em mais do que aproximadamente 10%; e ©
mais preferivel, em mais do que 25%. Em um aspecto
preferido, uma diminuigdo na taxa de mortalidade de uma
populacdo de objetos tratados pode ser medida por qualquer
meio reproduzivel. Em outro aspecto preferido, uma
diminuicdo na taxa de mortalidade de uma populagdo pode ser
medida, por exemplo, ao calcular para uma populagdo o
namero médio de mortes relacionadas & doenga por tempo
unitdrio que segue o inicio de tratamento com um COmMpOSto
ativo. Em outro aspecto preferido, uma diminuigdo na taxa
de mortalidade de uma populagdo pode também ser medida, por
exemplo, ao calcular para uma populagdo o namero médio de
mortes relacionadas a doenca por tempo unitdrio que segue a
finalizacdo de uma primeira rodada dé tratamento com um
composto ativo.

Em outro aspecto, tratar uma condigdo inflamatédria

resulta em uma diminuicido em taxa de crescimento de um
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tumor. De preferéncia, apds tratamento, a taxa de
crescimento de tumor é reduzida em pelo menos
aproximadamente 5% relativos a namero anterior ao
tratamento; mais preferivelmente, a taxa de crescimento de
tumor é reduzida em pelo menos 10%; mais preferivelmente, a
taxa de crescimento de tumor é reduzida em pelo menos 20%;
mais preferivelmente, a taxa de crescimento de tumor é
reduzida em pelo menos 30%; mais preferivelmente, a taxa de
crescimento de tumor é reduzida em pelo menos 40%; mais
preferivelmente, a taxa de crescimento de tumor é reduzida
em pelo menos 50%; mais preferivelmente, a taxa de
crescimento de tumor é reduzida em pelo menos 60%; O mais
preferivel, a taxa de crescimento de tumor é reduzida em
pelo menos 75%. A taxa de crescimento de tumor pode ser
medida por qualquer meio reproduzivel de medigdo. Em um
aspecto preferido, a taxa de crescimento de tumor € medida
de acordo com uma mudan¢a em didmetro de tumor por tempo
unitario.

Em outro aspecto, tratar uma condigao inflamatoédria
resulta em uma reducdo na taxa de proliferagdo celular. De
preferéncia, apdés tratamento, a taxa de proliferacgao
celular & reduzida em pelo menos aproximadamente 5%; mais
preferivelmente, em pelo menos 10%; mais preferivelmente,
em pelo menos 20%; mais preferivelmente, em pelo menos 30%;
mais preferivelmente, em pelo menos 40%; mais
preferivelmente, em pelo menos 50%; ainda mais
preferivelmente, em pelo menos 60%; o mais preferivel, em
pelo menos 75%. A taxa de proliferagdo celular pode ser
medida por qualguer meio reproduzivel de medigdo. Em um

aspecto preferido, a taxa de proliferagdo celular é medida,
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por exemplo, ao medir o namero de células de divisdo em uma
amostra de tecido por tempo unitario.

Em outro aspecto, tratar uma condigdo inflamatdria
resulta em uma redugdo na proporgdo de células de
proliferagdo. De preferéncia, apds tratamento, a proporgao
de células de proliferagdo ¢é reduzida em pelo menos
aproximadamente 5%; mais preferivelmente, em pelo menos
10%; mais preferivelmente, em pelo menos 20%; mais
preferivelmente, em pelo menos 30%; mais preferivelmente,
em pelo menos 40%; mais preferivelmente, em pelo menos 50%;
ainda mais preferivelmente, em pelo menos 60%; O mais
preferivel, em pelo menos 75%. A proporgdo de células de
proliferagdo pode ser medida por qualquer meio reproduzivel
de medicdo. Em um aspecto preferido, a proporgdo de células
de proliferagdo é medida, por exemplo, ao quantificar o
namero de células de divisdo relativas ao nlmero de células
de nio divis3o em uma amostra de tecido. Em outro aspecto
preferido, a proporgdo de células de proliferagdo &
equivalente ao indice mitdtico.

Em outro aspecto, tratar uma condigdo inflamatéria
resulta em uma diminuicdo em tamanho de uma &drea ou zona de
proliferagdo celular. De preferéncia, apds tratamento, O
tamanho de uma &rea ou zona de proliferagdo celular é&
reduzido em pelo menos aproximadamente 5% relativos a seu
tamanho antes de tratamento; mais preferivelmente, em pelo
menos 10%; mais preferivelmente, em pelo menos 20%; mais
preferivelmente, em pelo menos 30%; mais preferivelmente,
em pelo menos 40%; mais preferivelmente, em pelo menos 50%;
ainda mais preferivelmente, em pelo menos 60%; o© mais

preferivel, em pelo menos 75%. O tamanho de uma adrea ou
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zona de proliferagdo celular pode ser medido por qualquer
meio reproduzivel de medigdo. Em um aspecto preferido, o
tamanho de uma area ou zona de proliferagdo celular pode
ser medido como um didmetro ou largura de uma area ou zona
de proliferagdo celular.

Os métodos aqui podem incluir identificar um objeto
precisando de tratamento. Em uma modalidade preferida, os
métodos incluem identificar um mamifero que precise de
tratamento. Em uma modalidade altamente preferida, os
métodos incluem identificar um humano que precise de
tratamento. Identificar um objeto que precise de tratamento
pode ser conseguido através de qualquer meio que indique um
objeto que possa beneficiar-se do tratamento. Por exemplo,
jdentificar um objeto que precise de tratamento pode
ocorrer através de diagndstico clinico, teste laboratorial,
ou gqualquer outro meio conhecido daquele versado na
técnica, incluindo qualquer combinagdo de meios para
identificacgdo.

Conforme descrito em outro lugar aqui, os compostos
descritos aqui podem ser formulados em composigdes
farmacéuticas, se desejado, e podem ser administrados por
gqualquer rota que permite tratamento da doenca ou condigédo.
Uma rota preferida de administracgdo é a administragdo oral.
A administracdo pode assumir a forma de administragdo de
dose tGnica, ou o composto das modalidades pode ser
administrado durante um periodo de tempo, tanto em doses
divididas quanto em método de formulacdo e administragdo de
liberacdo continua (por exemplo, uma bomba) . Contudo, os
compostos das modalidades s3io administrados ao objeto, as

quantidades de composto administradas e a rota de
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administracdo escolhidas deveriam ser selecionadas para
permitir tratamento eficaz da condigdo de doenga.

Os métodos das modalidades incluem também a
utilizacdo de um composto ou compostos conforme descrito
agui junto de um ou mais agentes terapéuticos adicionais
para o tratamento de condigdes de doenca. Sendo assim, por
exemplo, a combinagdo de ingredientes ativos pode ser: (1)
co-formulada e administrada simultaneamente em uma
formulacdo combinada; (2) administrada por alteragdao ou em
paralelo como formulagdes separadas; ou (3) através de
qualquer outro regime de terapia de combinagdo conhecido na
técnica. Quando administrados em terapia de alternacgdo, os
métodos descritos- aqui podem compreender administrar oS
ingredientes ativos seqguencialmente, por exemplo, em
solugdo separada, emulsdo, suspensdo, tabletes, pilulas ou
céapsulas, ou através de injegdes diferentes em seringas
separadas. Em geral, durante terapia de alternagdo, uma
dosagem eficaz de cada ingrediente ativo é administrada
seqiencialmente, isto €&, em série, quer em terapia
simultinea, dosagens eficazes de dois ou mais ingredientes
ativos sdo administradas juntas. Diversas sequéncias de
terapia de combinagdo intermitente podem também ser
utilizadas.

Testes diagnésticos sdo contemplados como parte dos
métodos descritos aqui. Por exemplo, uma amostra de bidpsia
de tecido pode ser extraida de um objeto que sofre de uma
condicdo inflamatéria, por exemplo, uma condig¢do associada
por p38 ou associada por citogquina. A amostra de bidpsia
pode ser testada para determinar o nivel de atividade de

p38 (ou niveis de citoquina) presente na amostra; a amostra
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pode em seguida ser contatada com um composto selecionado
das modalidades, e a atividade de p38 (ou niveis de
citoquina) medidos para determinar se © composto possui um
efeito desejado (por exemplo, inibigdo de atividade de p38
ou citoquina com uma ECsp na faixa entre aproximadamente
100 pM e aproximadamente 1000 BM, de preferéncia
aproximadamente 50 pM € aproximadamente 650 pM). Tal teste
pode ser utilizado para determinar se o tratamento que tal
composto & similar para ser eficaz naquele objeto. De forma
alternativa, a amostra pode ser contatada com um composto
classificado (por exemplo, um composto fluorescentemente
classificado, ou um composto radiotivamente classificado) e
a amostra em seguida examinada e o sinal fluorescente ou
radioativo detectado para determinar a distribuigdo de p38
na amostra de tecido. Amostras de biépsia repetidas
extraidas durante um curso de tratamento podem também ser
utilizadas para estudar a eficdcia do tratamento. Outros
testes de diagnéstico gque utilizam oS compostos descritos
aqui tornar-se-8o evidentes para aquele versado na técnica
3 luz dos ensinamentos desta especificacgdo.

Sendo assim, por exemplo, uma modalidade propicia
métodos para determinar a presenca, localizagao, ou
gquantidade, ou qualquer combinacdo das mesmas de proteina
de p38 em uma célula ou amostra de tecido. Os métodos
incluem: a) contatar a célula ou amostra de tecido com um
composto das modalidades sob condicdes tais que O composto
possa unir-se a pelo menos um MAPK de p38; e b) determinar
a presenga, localizagéo, ou gquantidade, ou qualquer
combinacdo das mesmas do composto na célula ou amostra de

tecido, determinando desse modo a presenca, localizagdo, ou
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quantidade, ou qualquer combinacido das mesmas de pelo menos

um MAPK de p38 na célula ou amostra de tecido. Determinar a

presenga, localizagao, ou quantidade, ou qualquer

combinacdo das mesmas do composto na célula ou amostra de

5 tecido pode ser conduzido por qualquer meio que revele a

presenga, localizacgdo, ou quantidade, ou qualquer

combinacdo das mesmas do composto na célula ou tecido. Por

exemplo, conforme . descrito anteriormente, métodos de

classificagdo radiocativa ou fluorescente pode ser

10 utilizado. Métodos adicionais do composto tornar-se-&ao
evidentes para um praticante versado.

Outra modalidade propicia métodos para determinar:

(1) se um composto serd um agente terapéutico Gtil para

tratamento de objeto que sofre de uma condigao

15 inflamatéria, ou (2) a severidade da doenca ou (3) o curso

da doenga durante o tratamento com O agente modificador de

doenca. Os métodos incluem: a) obter uma amostra de célula

ou tecido proveniente do objeto antes, durante e apds

finalizacdo do tratamento com um composto como descrito

20 aqui ou em outro agente modificador de doenga; b) contatar

a amostra com o composto; e c) determinar a quantidade do

composto que une o une a amostra, em que a unido para MAPK

de p38 pelo composto & relacionada & quantidade de MAPK de

p38 na amostra.

25 Exemplos especificos de doengcas contempladas para serem

tratadas pelos compostos e métodos descritos aqui

COPD
A doenca pulmonar obstrutiva crénica (COPD) &
caracterizada poOr um PpProcesso inflamatério crdénico no

30 pulmdo gque inclui (1) namero aumentado de células
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inflamatérias (neutréfilas, macrdfagos e célula T SD8") nas
passagens de ar e parénquima, (2) expressdo de citoquina e
quemoquina inflamatdérias aumentadas, e (3) namero aumentado
de proteases (elastases, catepsinas, e metaproteinases
matriz, MMPs). Acredita-se que a produgdo e agdo de muitos
mediadores potenciais de inflamagdo por via aérea sejam
dependentes da cascata de cinase de MAPK induzido por
estresse ou de p38. Diversos relatos sustentam a associagao
de ativacdo de cinase de p38 com a pletora de eventos
pulmonares: Expressdo de molécula-1 de adesdo intercelular
induzida por TNFa- e LPS- em células endoteliais micro-
vasculares pulmonares, ativagdo MMP-9, estimulacdo induzida
por hipdéxia de células arteriais pulmonares, expressdo de
I1-8 induzida por hiperosmolaridade em células epiteliais
bronqueais, e trafego e sobrevivéncia de eosinofila
aumentada.

Trifilieff e outros (2005 Brit J Pharmacol 144: 1002-
10) relataram que CGH2466, um antagonista receptor de
adenosina combinado, MAPK de p38 e inibidor do tipo 4 de
fosfodisterase mostraram potentes atividades
antiinflamatdérias in vitro e in vivo em doengas tais como
asma e COPD. Underwood e outros (200 Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol 279:L895-1.902) demonstraram que O inibidor de
MAPK de p38 potente e seletivo, SB239063, a produgdo de
citoquina pré-inflamatéria reduzida, que inclui Il-18, TNF-
a, IL-6, e IL-8 , que foram ligados a fibrose de via aérea
por causa de sua capacidade em regular a proliferacao de
fibroblastos e a produgdo de matriz; que conduz a trafego e
ativacdo de neutrofilia diminuida no pulmdo. Anteriormente,

o mesmo composto foi visto como capaz de altera respostas
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associadas a fibrose crénica induzida por bleomicina. Esta
atividade inibitéria foi seletiva para as isoformas a e f
do p38. Os compostos e métodos descritos aqui sdo Uteis no
tratamento de COPD.

Fibrose pulmonar

Fibrose pulmonar também chamada de fibrose pulmonar
idiopaticas (IPF), fibrose pulmonar difusa intersticial,
fibrose pulmonar inflamatéria, ou alveolito de fibrose, é
uma desordem de pulmdo e um grupo heterogéneo de condigdes
caracterizadas por formagdo anormal de tecido fibroso entre
alvéolos provocada pela alveolito que compreende uma
infiltracdo celular inflamatéria no septo alveolar com
fibrose resultante. Os efeitos de IPF sdo crbnicos,
progressivos, e freguentemente fatais. A ativacdo de MAPK
de p38 tem sido demonstrada no pulmdo de pacientes com
fibrose pulmonar. Diversas investigac®es acerca de fibrose
pulmonar indicaram que a expressdo sustentada e aumentada
de algumas citogquinas no pulmdo & relevante para O
recrutamento de células inflamatdrias e acumulac¢do de
componentes de matriz extracelulares seguidos por
remodelacdo da arquitetura do pulmdo. Especificamente,
citoquinas pré-inflamatdrias tais como TNF-a e interleucina
IL-1pforam demonstradas para desempenhar papéis principais
na formacdo de pneumonita e fibrose pulmonar. Além disso,
citoquinas pré-fibrdéticas tais como TGF-p e CTIGF também
desempenham papéis criticos na patogénese de fibrose
pulmonar. Matsuoka e outros (2002 Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol 283:L103-L112) demonstraram gue um inibidor de
p38, Fr-167653, ameniza fibrose pulmonar induzida por

beomycin murine. Além disso, pirfenidona (5-metil-1-fenil-
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2-(1H) -piridona) , um composto com antiinflamatério
combinado, efeitos anti-oxidante e anti-fibrético foram
considerados eficazes em modelos experimentais de fibrose
pulmonar bem como em estudos clinicos (Raghu e outros 1999
Am J Respi Crit Care Mé&d 159:1061-1069; Nagai e outros 2002
Intern Méd 41:1118-1123; Gahl e outros 2002 Mol Genet
Metab 76:234-242; Azuma e outros 2002 Am J Respir Crit Care
M&d 165:A729). Os compostos e métodos descritos aqui sdo
Gteis no tratamento de fibrose pulmonar, tal como IPF.

Obliterans bronquiolite e sindrome de oblitera
bronquiolitica

Oblitera bronguiolitica, e sua sindrome de oblitera
bronquiolitica de condigao clinica correlata, sao
caracterizados por obstrugdo da via aérea pulmonar através
de obliteracdo de passagens de ar pulmonares pequenas. Em
oblitera bronquiolitica, a examinag¢ao patolégica
caracteristicamente encontra lesdes gque obstruem ou
obliteram passagens de ar pequenas no pulmdo. Estas les8es
s3o tecido ficromixdéide granular e tecido de escara
submucosal. As lesdes progridem de inflamagdo prolongada,
anormal, ou aberrante de epitelial e estruturas localizadas
no epitelial das passagens de ra pequenas, mediadas por
citoquinas pré-inflamatdérias tais como TNF-a e resultam em
fibroproliferagdo excessiva. A obliteracdo de passagens de
ar pequenas pulmonares progressivamente conduz a obstrugdo
de fluxo e ar, caracterizada por declinio progressivo em
volume expiratério forgado em um segundo (FEV.), e &
freqlentemente acompanhada por infec¢cdes recorrentes do
trato respiratdério inferior e colonizacdo de tecido

pulmonar por microorganismos patogénicos.
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A sindrome oblitera bronquiolitica afeta 50-60% de
pacientes que sobrevivem cinco anos apbés a cirurgia de
transplante de pulmdc, e cinco anos de sobrevivéncia apbs
surgimento de sindrome oblitera bronquiolitica & de apenas
30-40%. Pacientes de transplantes de pulmdo que
experimentam sindrome oblitera bronquiolitica
freqientemente respondem de maneira fraca a imunossupressao
aumentada. Em pacientes com fibrose idiopatica, a
sobrevivéncia apdés sindrome oblitera bronquiolitica & menor
do que em pacientes com enfisema. Os compostos e métodos
descritos aqui s3o Gteis no tratamento de sindrome oblitera
bronquiolitica.

Fibrose de Allograft crdmnica

A falha e allograft & uma preocupagdo profunda em
manutencdo de transplante. Uma das principais causas de
falha de allograft & a disfungdo de allograft crdnica.
Marcas de disfuncdo de allograft crénica sdo a inflamagdo
crénica e a fibrose crénica, ambas das quais s&o associadas
com a produgdo de citoquinas inflamatérias e fatores de
crescimento. A mediacd3o de citoquina inflamatdria e fatores
de crescimento, especificamente que resultam na interrupgao
de producdo de colageno e TGF, & Qtil no tratamento de
fibrose de allograft crdnica. O termo “fibrose de allograft
crénica” como utilizado aqui se destina a abranger ambas a
inflamac3o crdénica e a fibrose crdénica associadas a fibrose
de allograft crdénica. Os compostos € métodos descritos aqui
s3o Gteis no tratamento de fibrose de allograft crbnica.

Fibrose renal

Irrespectiva da natureza da descarga inicial, a

fibrose renal & considerada como sendo a trajetdria final
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comum pela qual a doenga de rins progride para a faléncia
renal de estdgio final. Stambe e outros (2004 J Am Soc
Nephrol 15:370-379) testou um inibidor da forma ativa
(fosforilada) de p38, NPC 31169, desenvolvida por Scios
Inc. (S3o Francisco, CA) em um modelo de rato de fibrose
renal, e relatou uma redugdo significativa na fibrose renal
atingida por volume intersticial, deposigédo de colageno 1V,
e niveis de mRNA de crescimento de tecido conectivo. Os
compostos e métodos descritos aqui sdo dteis no tratamento
de fibrose renal.

Leiomioma

Leiomiomas ou fibrdides uterinas sdo o tumor pélvico
mais comum em mulheres com nenhuma terapia de drogas eficaz
em longo prazo conhecida. Leiomiomas s&o caracterizadas por
proliferacdo de células e fibrose de tecido aumentadas.
pirfenidona foi testada em proliferagdo de células e
expressdo de colageno em células musculares suaves
miometriais ou de 1leiomioma, e verificou-se serem um
inibidor eficaz de proliferagdo de célula miometrial e de
leiomioma (Lee e outros 1998 J Clin Endocrinol Metab
83:219-223). Os compostos e métodos descritos aqui sao
iteis no tratamento de leiomiomas.

Fibrose endomiocardial

A fibrose endomiocardial (EMF) & uma desordem
caracterizada pelo desenvolvimento de cardiomiopatia
restritiva. EMF & por vezes considerado parte de um
espectro de um processo de doenca Gnico que inclui
endocarditia de Loffler (fibrose endomiocardial
eosinofilica nao tropical ou endocarditia parietal

fibroblastica com eosinofilia). Em EMF, O processo
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subjacente produz fibrose patchy da superficie endocardial
do coragao, conduzindo ~ a concordancia reduzida e,
essencialmente, fisiologia restritiva a medida que a
superficie endomiocardial torna-se genericamente envolvida.
A fibrose endocardial principalmente envolve s tratos de
influxo dos ventriculos direito e esquerdo e podem afetar
as valvulas atrioventriculares, conduzindo a regurgitagao
trictspide e mitral. A ativagdo de MAPK foi mostrada para
contribuir com a remodelagdo estrutural atrial
arritmogénica em EMF. Os compostos e métodos descritos aqui
sio fGteis no tratamento e/ou prevengdo de fibrose
endomiocardial.

Outras doencas inflamatdrias

Muitas doencas auto-imunes e doencgas assocladas a

inflamacdo crénica, bem como repostas agudas, foram ligadas

A ativacdo de cinase de MAP de p38 e superexpressao e

desregulagdo de citoquinas inflamatérias. Estas doengas
incluem: artrite reumatdide; espondilite reumatdide;
osteocartrite; gota; outras condigdes de artrite; sépsi;
choque séptico; choque endotbéxico; sépsi de gram negativo;
sindrome de chogue téxico; asma; sindrome de doenga
respiratéria adulta; doenca pulmonar obstrutiva crdnica;
inflamagdo pulmonar crénica; doenga intestinal
inflamatéria; doenga de Crohn; psoriase; eczema; colite
ulcerativa; fibrose pancredtica; fibrose hepéatica; doenga
renal aguda e crdnica; sindrome intestinal irritavel;
pirese; restenose; malidria cerebral; derrame e dano
isquémico; trauma neural; mal de Alzheimer; doenga de
Huntington; mal de Parkinson; dor aguda e crdnica; rinite

alérgica; conjuntivite alérgica; faléncia do coragao
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crénica; sindrome corondria aguda; caquexia; malaria;
lepra; leishmaniose, doenga de Lyme; sindrome de Reiter;
sinusite aguda; degeneragdo muscular, bursite; tendinite;
tenosinusite; sindrome de disco vertebral com hérnia,
rompido, ou com prolapso; osteopetrose; trombose; cancer;
restenose; silicose; sarcosi pulmonar; doencgas de
reabsorcdo de osso; tais como oOsteoporose; reagdo de
hospedeiro versus enxerto; e doengas auto-imunes, tais como
Esclerose Maltipla, lupus e fibromialgia; AIDS e outras
doencas virais tais como Herpes Zoster, Herpes Simples I ou
II, virus de gripe, Sindrome Respiratéria Aguda Severa
(SARS) e citomegalovirus; e diabetes mellitus.

Muitos estudos mostraram que reduzir a atividade de
cinase de MAP de p38, seus ativadores a montante ou seus
efeitos a jusante, tanto através de meio genético quanto
guimico, blunts a resposta inflamatéria e impede ou
minimiza dano de tecido (vide, por exemplo, VInglés, e
outros 2002 Trends Pharmacol Sci 23:40-45; ¢ Dong e outros
2002 Annu Ver Immunol 20:55-72). Sendo assim, inibidores
de atividade de p38, que também inibe produgdo de citoquina
em excesso ou ndo regulada e pode inibir mais do que uma
citoquina pré-inflamatdria, podem ser iteis como agentes
antiinflamatdrios e terapéuticos. Além disso, um grande
namero de doencas associadas com respostas inflamatérias
associadas a cinase de MAP de p38 indica que existe uma
necessidade por métodos eficazes para tratar estas

condigdes.

Doenga cardiovascular. A inflamag¢ado e

ativacdo/infiltragdo de leucdcitos desempenham um papel

principal na iniciacgao e progressao de doengas
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cardiovasculares que incluem aterosclerose e faléncia do
coracdo. A inibigdo de trajetéria de proteina cinase
ativada por mitogénio de p38 aguda (MAPK) atenua dano de
tecido e acumulagao de leucécito em isquemia
miocardial/dano de re-perfusdo. Os compostos € métodos
descritos aqui sdo Gteis para tratar doengca cardiovascular.

Esclerose maltipla. A inflamagdo no sistema nervoso

central ocorre em doengas tais como esclerose maltipla e
conduz a disfuncdo e destruigdo de axon. Ambas as
observacdes 1in vitro e 1in vivo mostraram um papel
importante para 6xido nitrico (NO) em axonopatia
inflamatéria mediana. A cinase de MAP de p38 é ativada por
exposigdo de NO e inibicdo de sinalizagdo de p38 foi
mostrada para conduzir a efeitos de sobrevivéncia neurais e

axonais. OCM e IGF-1 reduziram a ativacdo de p38 em

. neurdnios corticais expostos a NO e aperfeigoaram a

sobrevivéncia de axo em cultura expostas a NO, um processo
dependente de proteina cinase ativada por mitogénio/
sinalizacdo de cinase relacionada a sinal extracelular. Os
compostos e métodos descritos aqui sdo Uteis para tratar
esclerose maltipla.

Nio funcdo de graft primiria. Inflamagdo ndo

especifica é associada a nio funcdo de graft primaria
(PNF). O dano de islet inflamatdrio é mediado pelo menos
parcialmente por citoquinas pré-inflamatdrias, tais como
interleucina-1p (IL-1p) e fator-a de necrose de tumor (TNF-
a) produzidos por macréfagos de islet residente. A
trajetéria de p38 & conhecida por ser envolvida em produgdo
de citoquina nas células da linhagem de mondécito-macrdfago.

A inibicdo da trajetédria de p38 por um inibidor quimico,
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SB203580, suprime a produgdo de IL-1p e TNF- a em islets
humanos expostos a lipopolissacarideos (LPS) e/ou
citoquinas inflamatérias. Embora IL-1B seja
predominantemente produzido por macréfagos residentes,
verificou-se que células ductais e células endoteliais
vasculares de islet sdo outra fonte celular de IL-1p em
islets humanos isolados. SB203580 também inibe a expressao
de sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) nos islets tratados. Além disso,
islest humanos tratados com SB203580 por 1 hora antes do
transplante mostraram fungdo de graft significativamente
aperfeigcoada. Os compostos e métodos descritos aqui sao
fiteis em propiciar sobrevivéncia de graft em transplante de
islet clinico.

Dano renal agudo. Cisplatina é um importante agente

gquimioterapico, porém pode provocar dano renal agudo. Parte
de seu dano renal agudo é mediado através de fator-a de
necrose de tumor (TNF- a). Cisplatina ativa MAPK de p38 e
induz apoptose em células cancerigenas. A ativagdo de MAPK
de p38 conduz a produgdo aumentada de TNF- a em dano
isquémico e em macrdéfagos. In vitro, a cisplatina provocou
uma ativacdo dependente de droga de MAPK de p38 em células
tubulares préximas. A inibigdo de ativacdo de MAPK de p38
conduziu a inibicdo de produgdo de TNF- a. In vivo,
camundongos tratados com uma dose Gnica de cisplatina
desenvolveram disfuncio renal severa, que foil acompanhada
por um aumento na atividade de MAPK de p38 no rim e um
aumento em leucdcitos de infiltragdo. Contudo, animais
tratados com um inibidor de MAPK de p38 SKF86002 junto de

cisplatina mostraram menos disfuncdo renal, menos dano
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histolégico severo e poucos leucdécitos comparado com
animais tratados com cisplatina+veiculo. Os compostos e
métodos descritos aqui sdo Uteis para impedir dano renal

agudo.

Periodontia. O mediador pré-inflamatdrio bradykinin

(BK) estimula a produgdo de interleucina-8 (IL-8) em
fibroblastos gengivais humanos in vitro e desempenha um
papel importante na patogénese de diversas doengas
inflamatérias incluindo a periodontia. O inibidor de
proteina cinase ativada por mitogénio de p38 (MAPK)SB203580
reduziu a produgdo de IL-8 estimulada pela combinagdo de BK
e IL-1B bem como a produgdo de IL-8 estimulada por IL-1p. O
composto e métodos descritos aqui sdo lteis para tratar ou
impedir a periodontia.

Composigdes farmacéuticas

Embora seja possivel para os compostos descritos aqui
serem administrados sozinhos, pode ser preferivel formular
os compostos como composigdes farmacduticas. Como tal, em
ainda outro aspecto, as composigdes farmacéuticas Uteis nos
métodos da invencdo sdo propiciadas. Mais especificamente,
as composigdes farmacéuticas descritas aqui podem ser
Gteis, entre outras coisas, para tratar ou impedir
condicdes inflamatdrias, por exemplo, condigdes associadas
a atividade de p38 ou atividade de citoquina ou qualquer
combinacdo das mesmas. Uma composigdo farmacéutica é
qualquer composigdo que possa Ser administrada in vitro ou
in vivo ou ambos a um objeto a fim de tratar ou amenizar
uma condicdo. Em uma modalidade preferida, uma composigao
farmacéutica pode ser administrada in vivo. Um objeto pode

incluir uma ou mais células ou tecidos, ou organismos. Um
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objeto preferido & um mamifero. Um mamifero inclui qualquer
mamifero, tal como a titulo de exemplo ndo limitante, gado,
porcos, ovelhas, bodes, cavalos, camelos, bufalos, gatos,
cies, ratos, camundongos, € humanos. Um mamifero objeto
altamente preferido &€ um humano.

Em uma modalidade, as composi¢des farmacéuticas podem
ser formuladas com excipientes farmaceuticamente aceitaveis
tais como portadoras, solventes, estabilizadores,
adjuvantes, diluentes etc., dependendo do modo especifico
de administracdo e forma de dosagem. As composig¢des
farmacéuticas normalmente deveriam ser formuladas para
alcancar um pH fisiologicamente compativel, e poder variar
entre um pH de aproximadamente 3 e um pH de aproximadamente
11, de preferéncia aproximadamente pH3 e aproximadamente pH
7, dependendo da formulagdo e rota de administragdo. Em
modalidades alternativas, pode ser preferido que o PpH seja
ajustado para uma faixa entre aproximadamente pH 5,0 e
aproximadamente pH 8. Mais especificamente, as composigdes
farmacéuticas podem compreender uma quantidade terapéutica
e profilaticamente eficazes de pelo menos um composto como
descrito aqui, junto de um ou mais excipientes
farmaceuticamente aceitdveis. Opcionalmente, as composicéés
farmacéuticas podem  compreender  uma combinagdo  dos
compostos descritos aqui, ou pode incluir um segundo
ingrediente ativo Gtil no tratamento ou prevengdo de
infeccdo bacteriana (por exemplo, agentes antibacterianos
ou antimicrobianos) .

Formulacdes, por exemplo, para aminodcidos parenteral
ou oral, sdo mis normalmente sélidas, solugdes liquidas ou

suspensdes, embora formulagdes inalaveis para administragdo
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pulmonar sejam normalmente ligquidos ou pds, com as
formulacdes de pds sendo normalmente preferidas. Uma
combinacdo farmacéutica pode também ser formulada como um
s6lido liofilizado que é reconstituido com um solvente
fisiologicamente compativel antes da administragdo.
Composig¢des farmacéuticas alternativas podem ser formuladas
como xaropes, cremes, locdes, tabletes, e similares.

O termo ‘excipiente farmaceuticamente aceitavel”
refere-se a um excipiente para administragdo e um agente
farmacé&utico, tal como os compostos descritos aqui. O termo
refere-se a um excipiente farmacéutico que possa ser
administrado sem toxicidade indevida.

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis sdo
determinados em parte pela composigdo especifica sendo
administrada, bem como pelo método especifico utilizado
para administrar a composigao. Conseqientemente, existe uma
ampla variedade de formulagdes adequadas de composigdes
farmacéuticas (vide, por exemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences (Ciéncias Farmacéuticas de
Remington)) .

Excipientes adequados podem ser moléculas portadoras
que incluem macromoléculas grandes, metabolizadas
lentamente tais como proteina, polissacarideos, acidos
poliacticos, acidos poliglicéliocos, aminoacidos
poliméricos, co-polimeros de aminoacido, e particulas de
virus inativas. Outros excipientes exemplificativos incluem
antioxidantes tais como &cido ascérbico; agentes de
quelagéao tais como EDTA; carboidratos tais como dextrina,
hidroxialquilcelulose; hidroxialgquilnetilcelulose; acido

estearico; liquidos tais como &leos, dgua, salina, glicerol
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e etanol; agentes umedecedores ou emulsificantes;
substancias de tamponamento de pH; e similares. Lipossomas
sio também incluidos dentro da definigdo de excipientes
farmaceuticamente aceitaveis.

As composicdes farmacéuticas descritas aqui podem ser
formuladas em qualquer forma adequada para O método de
administracdo pretendido. Quando destinado para uso oral,
por exemplo, podem ser preparados tabletes, troches,
lozenges, suspensdes aquosas ou oleosas, solugdes nao
aquosas, pds ou grénulos dispersaveis (incluindo particulas
micronizadas ou nanoparticulas), emulsdes, capsulas duras
ou macias, xaropes ou elixires. Composigdes destinadas para
uso oral podem ser preparadas de acordo com gqualquer método
conhecido da técnica para a fabricagdo de composigdes
farmacéuticas, e tais composigdes podem conter um ou mais
agentes que incluem agentes adocantes, agentes de paladar,
agentes corantes e agentes preservativos, com a finalidade
de propiciar uma preparagao palatavel.

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados
especialmente para uso em conjunto com comprimidos incluem,
por exemplo, diluentes inertes, tais como celuloses,
carbonato de céalcio ou sbédio, lactose, fosfato de calcio ou
sédio; agentes de desintegragao, tais como povidona
encadeada, amido de milho, ou A&cido alginico; agentes de
aglutinagdo, tais como povidona, amido, gelatina ou acécia;
e agentes de lubrificagao, tais como estearato de magnésio,
dcido estedrico ou talco.

Os comprimidos podem ser nio-revestidos ou revestidos
por técnicas conhecidas que incluem micro-encapsulamento

para retardar desintegragdo ou adsor¢ao no trato
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gastrintestinal e deste modo propiciar uma agdo sustentada
durante um maior periodo. Por exemplo, pode ser utilizado
um material de retardo de tempo tal como monoestearato de
glicerila ou distearato de glicerila isolado ou com uma
cera.

Formulagdes para uso oral podem ser também
apresentadas como capsulas duras de gelatina onde O
ingrediente ativo & misturado com um diluente sélido
inerte, por exemplo, celuloses, lactose, fosfato de céalcio
ou caulim, ou como capsulas macias de gelatina onde O©O
ingrediente ativo €& misturado com meio nao-aquoso oOu
oleoso, tal como glicerina, propileno glicol, polietileno
glicol, ©6leo de amendoim, parafina liquida ou 6leo de
oliva.

Em outra modalidade, composigdes farmacéuticas podem
ser formuladas como suspensdes que compreendem um composto
das modalidades em mistura com pelo menos um excipiente
farmaceuticamente aceitavel adequado para a fabricagdo de
uma suspensao.

Em ainda outra modalidade, composigdes farmacéuticas
podem ser formuladas como pbés disperséveis e grénulos
adequados para a preparagdo de uma suspensdo pela adigédo de
excipientes adequados.

Excipientes adequados para uso em conexao com
suspensoes incluem agentes de suspensao, tais como
carboximetilcelulose de sddio, metilcelulose, hidroxipropil
metilcelulose, alginato de so6dio, polivinilpirrolidona,
goma alcantira, goma acacia, agentes de dispersdo ou
umedecimento tais como fosfatideos que ocorrem naturalmente

(por exemplo, lecitina), um produto de condensagao de um
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6xido alcalino com um &acido graxo (por exemplo, estearato
de polioxietileno), um produto de condensacdo de 6xido de
etileno com um A&alcool alifatico de cadeia 1longa (por
exemplo, heptadecaetilenooxicetanol), um produto de
condensacdo de O6xido de etileno com um éster parcial
derivado de um acido graxo e de um anidrido de hexitol (por
exemplo, monooleato de polioxietileno sorbitana) ;

polissacarideos e compostos tipo polissacarideos (por

exemplo, sulfato de dextrano); glicoaminoglicanos &
compostos tipo glicoaminoglicanos  (por exemplo, &cido
hialurdnico) ; e agentes de espessamento, tais como

carbomer, cera de abelha, parafina dura ou dlcool cetilico.
As suspensd®es podem também conter um oOu mais preservativos
tais como acido acético, metil e/ou n-propil p-hidroxi-
benzoato; um ou mais agentes colorantes; um ou mais agentes
de paladar e um Ou mais agentes adogantes tais como
sacarose ou sacarina.

As composigdes farmac@uticas podem também apresentar-
se na forma de emulsdes de &leo em dgua. A fase oleosa pode
ser um 6leo vegetal, tal como 4leo de oliva ou Oleo de
aradquis, um 6leo mineral, tal como parafina ligquida, ou uma
mistura destes. Agentes de emulsificacdo adequados incluem
gomas gue ocorrem naturalmente, tais como gJgoma acacia e
goma alcantira; fosfatideos gque ocorrem naturalmente, tais
como lecitina de soja, ésteres oOu ésteres parciais
derivados de &acidos graxos; anidridos de hexitol, tal como
monooleato de sorbitana; e produtos de condensagdo destes
ésteres parciais com Oxido de etileno, tal como monooleato
de polioxietileno sorbitana. A emulsdo pode também conter

agentes adogantes e de paladar. Xaropes € elixires podem
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ser formulados com agentes adogantes, tais como glicerol,
sorbitol ou sacarose. Tais formulagdes podem também conter
um agente calmante, preservativo, de paladar ou corante.
Adicionalmente, as composigdes farmacéuticas podem
apresentar-se na forma de uma preparagdo injetavel estéril,
tal como uma emulsdo aquosa injetdvel estéril ou suspensao
oleaginosa. Esta emulsdo ou suspensao pode ser formulada de
acordo com a técnica conhecida que utiliza aqueles agentes
de dispersdo ou de umedecimento e agentes de suspensao que
foram mencionados acima. A preparacgdo injetavel estéril
pode também ser uma solugdo ou suspensdo injetével estéril
em um diluente ou solvente ndo-tdxico parenteralmente
aceitdvel, tal como uma solugdo em 1,2-propano-diol.

A preparagdo injetavel estéril pode também ser
preparada como um po liofilizado. Entre os veiculos e
solventes aceitdveis gque podem ser utilizados estd agua,
solucdo Ringer e solugdo isoténica de cloreto de sddio.
Além disso, podem ser utilizados &leos fixos estéreis como
solvente ou meio de suspensdo. Para este fim pode ser
utilizado qualquer tipo de ©&6leo fixo incluindo mono- ou
diglicerideos sintéticos. Além disso, podem também ser
usados na preparacdo de injetaveis dcidos graxos tais como
dcido oléico.

para obter uma forma de dose estdvel soluvel em agua
de uma composigdo farmac@utica, um sal farmaceuticamente
aceitavel de um composto descrito aqui pode ser dissolvido
em uma solucdo aquosa de acido orgdnico ou inorgénico, tal
como solugao 0,3 M de acido sucinico, ou mais
preferivelmente, &cido citrico. Se a forma de sal solavel

nio estiver disponivel, o composto pode ser dissolvido em
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um co-solvente adequado ou combinagdo de co-solventes.
Exemplos de co-solventes adequados incluem alcool,
propileno glicol, polietileno glicol 300, polissorbato 80,
glicerina e similares em uma concentracdo que varia entre
aproximadamente 0 e aproximadamente 60% do volume total. Em
uma modalidade, o composto ativo & dissolvido em DMSO e
diluido com agua.

A composigdo farmacéutica pode também apresentar-se
na forma de uma solucdo de uma forma de sal do ingrediente
ativo em um veiculo aquoso apropriado, tal como agua ou
solucdo isotdnica salina ou de dextrose. S3o também
contemplados compostos que foram modificados por
substituigdes ou adigoes de parcelas quimicas ou
bioguimicas que os tornam mais adequados para administragdo
(por exemplo, aumentam a solubilidade, bioatividade,
palatabilidade, diminuem as reacdes adversas, etc.), Ppor
exemplo, por esterificacdo, glicosilagao, PEGilagdo, etc.

Fm uma modalidade preferida, os compostos descritos
aqui podem ser formulados para administracdo oral em uma
formulagdo & base de lipideos adequada para compostos de
paixa solubilidade. As formula¢des a base de lipideos podem
geralmente intensificar a bio-disponibilidade oral de tais
compostos.

Sendo assim, uma composigao farmaceuticamente
preferida  compreende uma quantidade terapéutica ou
profilaticamente eficaz de um composto descrito aqui, junto
com pelo menos um excipiente farmaceuticamente aceitavel
selecionado a partir do grupo que consiste em acidos graxos
de cadeia média ou seus ésteres de propileno glicol (por

exemplo, ésteres de propileno glicol de acidos dgraxos
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comestiveis tais como dcidos graxos caprilicos ou capricos)
e agentes tensoativos farmaceuticamente aceitaveis tal como
5lec de mamona hidrogenado de polioxil 40.

Em uma modalidade preferida alternativa,
ciclodextrinas podem ser adicionadas como intensificadores
de solubilidade aquosa. Ciclodextrinas preferidas incluem
derivados de hidroxipropila, hidroxietila, glucosila,
maltosila e maltotriosila de a-, P- € y-ciclodextrina. Um
intensificador de solubilidade de ciclodextrina
especialmente preferido é hidroxipropil—o-ciclodextrina
(BPBC), o gqual pode ser adicionado a gqualquer das
composigdes acima mencionadas para melhorar ainda mais as
caracteristicas de solubilidade aquosa dos compostos das
modalidades. Em uma modalidade, as composigdes compreendem
entre aproximadamente 0,1% e aproximadamente 20% de
hidroxipropil—o-ciclodextrina, mais preferivelmente entre
aproximadamente 1% e aproximadamente 15% de hidroxipropil-
o-ciclodextrina e ainda mais preferivelmente entre
aproximadamente 2,5% e aproximadamente 10% de
hidroxipropil—o-ciclodextrina. A quantidade de
intensificador de solubilidade utilizada dependerd da
gquantidade do composto das modalidades na composigao.

Uma composigéo farmacéutica contém uma guantidade
total do(s) ingrediente(s) ativo(s) para obter um efeito
terapéutico desejado. Mais especificamente, em algumas
modalidades, a composigao farmacéutica contém uma
quantidade terapeuticamente eficaz (por exemplo, uma
quantidade de um composto de modulagédo SAPK que é eficaz na
prevengao ou tratamento dos sintomas de uma doenga ou

condicdo inflamatéria, onde o composto apresenta um ECs¢; na
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faixa entre aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000
BM, de preferéncia entre aproximadamente 50 BEM e
aproximadamente 650pM, para inibicdo de pelo menos um p38
MAPK). As quantidades totais do composto que podem ser
combinadas com os materiais carreadores para produzir uma
forma de dosagem unitdria variardo dependendo do hospedeiro
tratado e do modo especifico de administragdo. De
preferéncia, as composigdes s3o formuladas de modo que uma
dose entre 0,01 e 100 mg/kg de peso corporal/dia de um
composto de modulagdo SAPK seja administrado a um paciente
que recebe as composigdes.
EXEMPLO 1

Compostos sdo peneirados para a capacidade de inibir
fosforilacdo de ATF2 por cinase de MAP de p38 in vitro. A
capacidade de compostos inibirem fosforilagdo de ATF2 neste
ensaio in vitro estd relacionada com a inibigdo de cinase
de MAP de p38 e expressao de TNFa in vivo e &, portanto, um
indicador da potencial atividade terapéutica in Vvivo
(Raingeaud, J. e outros 1995 J. Biol. Chem. 270:7420-7426;
Brinkman, M.N. e outros 1999 J. Biol. Chem. 274:30882-30886
e Fuchs, S.Y. e outros J. Biol. Chem. 275:12560-12564,
2000) .

Todas as cinases e o substrato ATF2 sdo adquiridos de
Upstate (Charlottesville, VA) . As cinases de MAP de p38 sdo
proteinas de extensdo total humanas de recombinag¢dao com uma
fusdo GST de amino-terminal, eXxpressa em ¢€ purificada a
partir de E. coli. ATF2 & uma proteina de fusdo GST que
contém aminodcidos 19-96 de ATF2 humano expresso em E.
coli. Todas as proteinas sdo subdivididas e armazenadas a

-80°C.
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Os ensaios de cinase de MAP de p38 sdo realizados
usando uma solugdo tampdo de teste que contém 25 mM de
HEPES, pH 7,5, 10 mM de MgCl,, 2 mM de DTT, 20 mM de B-
glicerofosfato, 0,1 mM de Na;VO,, 40 pM de ATP e 1,25 pM de
ATF2, junto com 6 ng de proteina p38a, 12 ng de proteina
p38B, 1,5 ng de p38y, ou 0,4 ng de JNK2a2. Os compostos sdo
diluidos em série em DMSO e é usado 2 uL de composto de
teste a concentracdes diversas. O controle de veiculo
recebe apenas DMSO.

Os compostos de teste séo pré-incubados com 20 pl de
enzima em solucdo tampdo de cinase (25 mM de HEPES, pH 7,5,
10 mM de MgCl,, 2 mM de DTT, 20 mM de pB-glicerofosfato e
0,1 mM de Na;VO,) a temperatura ambiente durante 15
minutos. As reacdes sdo iniciadas por adicdo de 30 pl de
solucdo de substrato para produzir uma concentracdo final
de 40 uM de ATP e 1,25 uM de ATF2 em solugdo tampdo de
cinase. As reacdes sdo incubadas durante 30 minutos a 37°C
e concluidas pela adigdo de 18 pl de 200 mM de EDTA. Um
método ELISA & usado para medir a fosforilagdo de ATP2 em
Thr 69. Placas de 96 furos de alta aglutinagdo sao
revestidas com 50 pl de reagdo de cinase durante 1 hora a
37°C. As placas revestidas s3o lavadas com 200 pl de
solucdo tampdo de lavagem (25 mM de Tris HCl, pH 8,3, 192
mM de glicina, 0,1% de SDS e 0,05% de Tween-20) trés vezes.
As placas sdo em seguida lavadas trés vezes com SuperBlock
em TBS (Pierce, 37535). Apbés bloqueio, as placas sao
incubadas com 50 pl de anticorpos anti-fosfo-ATF2 de coelho
(Cell Signaling, 9221L, 1:500) durante 30 minutos a 37°C.

As placas sdo lavadas trés vezes com solugdo tampao

de lavagem antes da incubagdo com 50 pl de anticorpos anti-



10

15

20

25

30

83/101

coelho de cabra conjugado HRP (Cell Signaling, 7074, 1:500)
durante 30 minutos a 37°C. As placas sdo em seguida lavadas
trés vezes com solucdo tampdo de lavagem antes da incubagdo
com 50 pl de TMB-ELISA Ultra (Pierce, 34028) durante 38
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, 50 pl de é&cido
fosférico (1 M) sdo adicionados para parar as reagdes e a
absorbincia da placa é lida a 450 nm em uma leitora de
placa SpectraMax 250.

Os compostos inibem a fosforilagdo de ATF2 neste
ensaio in vitro. Compostos preferidos apresentam valores de
ECs, entre aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 uM,
de preferéncia entre aproximadamente 50 pM e
aproximadamente 650 uM.

EXEMPLO 2

Compostos sdo peneirados para a capacidade de inibir
liberacdo de TNFa a partir de células de THP-1 estimuladas
com lipopolissacarideo (LPS) in vitro. A capacidade de
compostos para inibir liberagdo de TNFa neste ensaio 1in
vitro esta relacionada com a inibigdo de atividade de p38 e
TNFa e é, portanto, um indicador da potencial atividade
terapéutica in vivo (Lee J.C. e outros 1993 Ann. N.Y. Acad.
Sci. 696:149-170 e 1994 Nature 372:739-746) .

células THP-I de ATCC (TIB202) sdo mantidas a 37°C,
59 de CO, em meio RPMI 1640 (MediaTech, Herndon, VA)
contendo 4,5 g/L de glicose, suplementado com 10% de soro
bovino fetal, 1% de penicilina/estreptomicina e 50 pM B-
mercaptoetanol.

Os compostos de teste sdo inicialmente dissolvidos em
meio RPMI com 1% DMSO (v/v). Os compostos sdo em seguida

diluidos em série em meio RPMI para todas as diluigdes
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subseqiientes. O ensaio é realizado sob condigdes estéreis.
As células THP-1 a uma densidade de cultura de 6-8 X 10°
células/ml sdo coletadas e re-suspensas Ino meio RPMI a 10°
células/ml. 100 pl de células re-suspensas sdo adicionados
a cada furo, o qual contém 100 pl de um composto de teste.
Os compostos de teste sdo preparados ao dobro da
concentracdo final. A concentragao final DMSO é inferior a
0,5% (v/v). As células sio pré-incubadas com composto
durante 60 minutos a 37°C, 5% de CO: antes de estimulacdo
com lipopolissacarideo (LPS) (Sigma L-2880, estoque de 4
mg/ml em PBS). A concentracdo final de LPS em cada furo é
10 ou 30 pug/ml para liberagdo de TNFa e IL-18,
respectivamente. As suspensdes de células de controle néo-
estimuladas recebem apenas veiculo PBS. As misturas de
células sdo incubadas durante 18 ou 48 horas para liberagdo
de TNFa e IL-1B, respectivamente. 150 pl de sobrenadantes
sdo retirados e transferidos para uma placa nova e
armazenados a -20°C até anédlise posterior. Os niveis de
TNFa e IL-1p s3o medidos wusando estojos ELISA. Uma
Luminescéncia é usada como a leitora de placa. A andlise é
realizada por regressdo ndo-linear para gerar uma curva de
resposta de dosagem. 0] valor ECso calculado é a
concentracdo do composto de teste que provoca uma
diminuicdo de 50% nos niveis de TNFa e IL-1B.

Os compostos inibem a liberagdo de TNFa, IL-1p ou
ambos TNFa e IL-1f neste ensaio in vitro. Compostos
preferidos apresentam valores de ECs, para TNFa e/ou IL-18
entre aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1.000 pM, de
preferéncia entre aproximadamente 50 pM e aproximadamente

650 pM. Os dados sao fornecidos na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2

Z R4
No.?! X3 R, R4 7z | ECs, TNF | Toxicidade®
(uM) 2

13 -H -CHs -H 0 A =1 mM
7 -H -H -H 0 B D

9 -OH -H -H 0 C D
11 -F -H -H 0 B D

8 -H -CF; -H 0 B D
12 -F -CF; -H 0 C D

5 -OH -CH,3 -H 0 A =1 mM
1 -H -CH,OH -H 0 B D

2 -H -COCH -H 0 o D

3 -H -glucuronida -H 0 C D

6 -H - CH,OCH; -H 0 A =1 mM
4 -H -CH; -OH 0 A 21 mM
14 -F -CH,3 -H o B D
15 -OCH,3 -CF; -H 0 C D
16 -COCH; -H -H 0 C D
10 -OH -CF; -H 0 A D
17 -H -fenil -H o} C D
18 -H -CH,3 -H S C D
25 vide -CH; -H 0 B B

observagdo 4
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26 -H -Br -H O A B
27 -OCH; -Br -H 0 A A
28 -CH -CH,F -H 0] C D
29 -OH -CHF, -H 0] C D
30 -OH -Br -H 0 A A
31 -OCH; -CH,F -H 6] A A
32 -QOCH; -CHF» -H 6] A A
33 -H Vide -H 0] C D
observagio 5
24 -H CO,CH; -H 0] c D

! NGmero do composto como mostrado na Tabela 1
2 A:<2.000; B:>2.000; C: Inconclusivo (por exemplo, sem dados ou sem atividade
observada)
3 p: Inconclusivo (por exemplo, sem dados ou sem toxicidade observada)
* Ccomposto 25 & como representado na Tabela 1, isto &, o grupo de arila fixado
a um nitrogénio de 2-piridona & uma parcela de N-metilpiridineo
5 ‘Composto 33 é& como representado na Tabela 1, isto &, o grupo de bromoarila
fundido as posig¢des 5 e 6 de um anel de piridona
EXEMPLO 3

Compostos sdo peneirados para a capacidade de inibir
liberacdo de TNFa a partir de células mononucleares de
sangue periférico humano primdrio (PBMC) estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS) in vitro. A capacidade de
compostos para inibir liberacdo de TNFa neste ensaio in
vitro estid relacionada com a inibig¢do de atividade de p38 e
TNFa e é, portanto, um indicador da potencial atividade
terapéutica in vivo (2002 Osteocarthritis & Cartilage
10:961-967 e Laufer, S.A. e Wagner, G.K. 2002 J. Med. Chem.
45:2733-2740) .

As células mononucleares de sangue periférico humano
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(PBMC) sdo isoladas por centrifugagdo diferencial através
de um gradiente de densidade Ficoll-HyPaque através de soro
agrupado de 3-8 doadores individuais de sangue. PBMC
isolado contém aproximadamente 10% de mondcitos positivos
CD-14, 90% de linfécitos e <1% de granuldcitos e plaquetas.
PBMC (10%/ml) sd3o cultivados em placas de poliestireno e
estimulados com lipopolissacarideo (LPS; 50 ng/ml; Sigma,
St. Louis, MO) na presenga e auséncia do composto de teste
em diluicdes em série, em duplicado, durante 24 horas a
37°C em meio GIBCO™ RPM1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) sem
soro. O nivel de TNFa em sobrenadantes de células &
determinado  por ELISA usando um estojo disponivel
comercialmente (MDS Panlabs #309700).

Os compostos preferidos inibem a liberagdo de TNFa
neste ensaio com um valor de ECso, entre aproximadamente 1
BEM e aproximadamente 1.000 uM, de preferéncia entre
aproximadamente 50 uM e aproximadamente 650 M.

EXEMPLO 4

Compostos sdo peneirados para a capacidade de inibir
a liberacdo de TNFa em um modelo animal in vivo (Vide, por
exemplo, Griswold, D.E. e outros 1933 Drugs Exp. Clin. Res.
19:243-248; Badger, A.M. e outros 1996 J. Pharmacol. EXp.
Ther. 279:1453-1461; Dong, C. e outros 2002 Annu. Rev.
Immunol. 20:55-72 (e referéncias citadas nesta); Ono, K. e
Han, J. 2000 Cellular Signalling 12:1-13 (e referéncias
citadas nesta) e Griffiths, J.B. e outros 1999 Curr.
Rheumatol. Rep. 1:139-148).

Sem ficar limitado por qualquer teoria especifica,
acredita-se que a inibigdo de TNFa neste modelo se deve a

inibicdo da cinase de MAP de p38 pelo composto.
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Ratos machos Sprague-Dawley (0,2 - 0,35 kg) séo
divididos aleatoriamente em grupos de seis ou mais e sdo
dosados intravenosamente por infus&do ou injeg¢do de bolo, ou
sio dosados oralmente com compostos de teste em uma
formulacdo adequada em cada caso. Trinta minutos a seguir
ao término da infus3o ou inje¢do de bolo, e 1-2 horas a
seguir a administragdo oral, é administrado
lipopolissacarideo E. coli/0127:B8 (0,8 mg/kg) . Amostras de
sangue sdo coletadas 1,5 horas pbés-tratamento com LPS. Os
niveis de soro de TNFa sdo determinados usando o estojo
ELISA de Biosource (KRC3011C) e comparados aqueles do
controle tratado com veiculo.

Os compostos preferidos inibem a liberagdo de TNFa
neste ensaio in vivo. Compostos preferidos apresentam um
valor de EDs, menor que aproximadamente 500 mg/kg, de
preferéncia menor que aproximadamente 400 wmg/kg, de
preferéncia menor que aproximadamente 200 mg/kg, de
preferéncia menor que aproximadamente 100 mg/kg, mais
preferivelmente wmenor que aproximadamente 50 mg/kg, mais
preferivelmente menor dque aproximadamente 40 mg/kg, mais
preferivelmente menor que aproximadamente 30 mg/kg, mais
preferivelmente menor que aproximadamente 20 mg/kg, mais
preferivelmente menor que aproximadamente 10 mg/kg.

Os métodos de determinacdo de ECs, da inibigdo de p38
por um composto incluem quaisquer métodos conhecidos na
técnica que permitem a detecgao quantitativa de qualquer
dos substratos a jusante de MAPK de p38 como descrito
acima. Portanto, estes métodos adicionalmente incluem mas
s3o limitados a deteccdo de expressdo de genes conhecidos

como sendo regulados por p38 tanto individualmente como por
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grupos de genes.

EXEMPLO 5
Os métodos a seguir podem ser usados para (1) um
ensaio de cinase para determinagdo de ECso, (2) um ensaio
de cinase nio-radiométrica para determinagdo de ECso, (3)
modulacdo de indugdo de expressdao de TNFa, (4) um teste
para toxicidade de célula e (5) um ensaio para testar O
efeito de compostos sobre a produgdo de colageno.

Ensaio de Cinase

A atividade das isoformas P38y e P38a da cinase de
p3g8 & determinada por fosforilagdo de ATF-2 de *°P-y-ATP. E
determinada a incorporagao de 32p em ATF-2 na presenga ou
ausénecia de inibidores. Pirfenidona e seus diferentes
derivados sdo testados para atividade de cinase de P38y e
P38a neste ensaio bioquimico. Os compostos sdo
solubilizados em &gua ou DMSO e testados a diferentes
concentracdes de 0 a 10 mM usando O solvente apropriado
para dilui¢des e como controle de veiculo. As enzimas P38y
e P38a sdo obtidas como proteinas recombinantes ativadas e
purificadas (Upstate, Charlottesville, VAa) . A enzima
ativada é usada a 24,8 nM na reagdo final. As enzimas sao
diluidas antes da reacgdo na solugdo tampao seguinte (1 M de
HEPES, pH 7,4, 500 mM de DTT, 1% de Triton X-100 e 10 mg/ml
de BSA). A reacdo é realizada na solugdo a seguir que €
preparada como uma solucdo de estoque de dupla diluigdo (1
M de HEPES, pH 7,4, 506 mM de DTT e 1% de Triton X-100) e
ATP ni3o-reativo estd presente na reagao a 6,25 uM de ATP.
(Cell Signaling, Beverly, MA). Para determinar a
fosforilagdo de  ATF-2, & adicionado vy-[*?P]- ATP

3000Ci/mmol a cada reagdo a uma concentragao de 7,5 M.
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ATF-2 (Cell Signaling, Beverly, MA) como um substrato de
cinase é usado a 3 pM. Como uma primeira etapa na montagem
da reacio de enzima, cinase ativada e 1inibidor ou o
controle de veiculo adequado sdo adicionados a solugdo
tampdo de reagdo e incubados durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A reagdo de cinase é iniciada pela
adicdo da mistura de ATF-2 e ATP. O volume final para cada
reacdo é 20 pl e realizado a temperatura ambiente durante
30 minutos. Apdés os 30 minutos de incubagdo sao adicionados
80 pul de solugdo tampdo Laemmlie. Subsequentemente 20% da
reacdo sdo separados por SDS-Page (BioRad, Hercules, CA)
sob condi¢des de redugdo. Apds eletroforese, O gel &
exposto a uma placa fosforimager e analisada usando um
fosforimager (Storm System, Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ). O sinal obtido & gquantificado apods
correcdo de ruido e calculado como percentagem de inibigdo
usando a atividade ndo-inibida de cinase com o controle de
veiculo como 0% de inibicdo. A atividade de cinase, na
presenga de diferentes concentracdes de inibidores, &
registrada usando Kaleidagraph (Synergy Software, Reading,
PA) para determinar o ECs, para cada composto e cinase de
P38 testada.

Ensaio de Cinase Ndo-radiométrica

Um ensaio de cinase nido-radiométrica alternativo foi
também utilizado para definir o ECs, para inibig¢do de P38.
Neste ensaio, a cinase de p38 transfere um fosfato de ATP
para um substrato de peptideo EGF-R, resultando na formacgado
de peptideo EGF-R fosforilado com a conversdo concomitante
de ATP em ADP. Em uma reagdo desacoplada, p38 também

hidrolisa ATP a uma taxa mais lenta na auséncia de
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substrato de peptideo (Fox e outros, FEBS Lett 1999), o que
contribui 1ligeiramente para consumo de ATP. Portanto, a
quantidade de ATP consumido é diretamente proporcional a
atividade de p38. No final de uma reacdo de cinase, a
quantidade de ATP remanescente é determinada usando Ensaio
de Cinase de Luminescéncia Kinase-Glo Plus (Promega, Inc.,
Madison, WI). Estes reagentes wusam ATP residual para
suportar a conversao enzimatica dependente de ATP de
luciferina de Dbesouro em oxiluciferina com a produgao
concomitante de luz, a qual é detectada por um lumindémetro.

As reacdes de cinase sdo realizadas pela combinagdo
de composto (diluido em DMSO e solucdo tampdo de ensaio)
tanto com p38a ou p38y, € substrato de peptideo EGF-R
(AnaSpec, Inc., San Jose, CA) em solucdo tampdo de ensaio.
As reagdes sdo entdo iniciadas pela adigdo de ATP e
deixadas em andamento durante 45 minutos a  temperatura
ambiente. As condig¢des finais da solucdo tampdo sdo: 20 mM
de HEPES (pH 7,4), 2 mM de DTT, 0,1% de Triton-X-100, 10 mM
de MgCl,, 10% de glicerol, 12,5 mM de p38a ou p38y
(Upstate, Charlottesville, VA), 50 upM de substrato de
peptideo EGF-R e 10 uM de ATP. O volume do ensaio final é
10 pL. A reagdo de controle é realizada na auséncia de
composto. Reagdes de controle adicionais que omitem p38 sdo
realizadas a cada concentragdo de composto. Todas as
reacdes sdo realizadas em triplicado.

Quarenta e cinco minutos apods inicio da reagao de
cinase, a reagdo é rapidamente esfriada pela adigdo de 10
pL de reagente de ensaio Kinase-Glo Plus. Deixa-se a reacgao
de luciferase equilibrar durante 15 minutos antes de ser

1ida em uma Leitora de Placa Envision Multilabel (Perkin
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Elmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA) . Os dados
sdo tracados como sinal de luminescéncia em fungdo do
logaritmo da concentragdo de composto em KaleidaGraph
(Synergy Software, Reading, PA). Os valores de ECsp sdo
determinados pelo ajuste dos dados a equagdo de aglutinagdo
de 4 pardmetros usando um limite superior fixo que €
determinado a partir das reagdes de controle na auséncia de
p38 (uma vez que a luminescéncia estd inversamente
relacionada com atividade de cinase).

Inibicdo de Indugdo de TNFa

THP-1 (ATCC, Rockville, MD) é desenvolvido sob
condig¢des regulares de cultura de tecido como recomendado
por ATCC. 18 horas antes do experimento, células foram
colocadas em um formato de 96 furos em meio de cultura
regular contendo 1% de soro e 0,25 ml de volume de cultura
a uma densidade de 500.000 células por furo. O composto é
adicionado a cada furo em triplicados e o controle de
solvente adequado & incluido em cada ensaio. O inibidor de
p38 SB203850 a 1 pM/ml (Upstate, Waltham, MA) é incluido
como um controle positivo em cada ensaio. Para a indugdo de
expressdo de TNFa, 1 ug/ml de LPS é adicionado a cada furo
30 minutos apds a adigdo do composto. A seguir a 4 horas de
incubacdo sob condig¢des de cultura de tecido as células sao
sedimentadas por centrifugagdo (10 minutos, 1.000 xrpm,
centrifuga de mesa superior Beckman) e uma fra¢do do
sobrenadante livre de células é coletado e usado em uma
solucdo diluida dez vezes para a quantificagdo no ELISA
especifico de TNFa (R&D Systems, Minneapolis, MN). O ELISA
de TNFa & realizado de acordo com as orientacgdes fornecidas

pelo fabricante. O TNFa é detectado em pg/ml e tragado como
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atividade funcional normalizada para a expressdo de TNFa no

controle de solvente.

Teste de toxicidade de composto em um ensaio a base de

células

A liberacdo de LDH como resultado de uma membrana
rompida de célula é aplicada como uma medida da toxicidade
da célula. LDH é detectado pela atividade enzimética usando
um estojo de diagnéstico disponivel comercialmente (Roche
Diagnostics, Cat# 1 644 793). As células THP-1 sdo usadas
para determinagao da toxicidade das células para
consisténcia com a expressio de TNFa induzido no
experimento anterior. Como previamente descrito para teste
de inibicdo de indug¢do de TNFa, as células sdo cultivadas
em um formato de 96 furos sob 1% de soro e condigdes de
cultura de tecido regular. Os compostos sdo adicionados a
diferentes concentracdes em triplicado. O controle de
solvente adequado é usado em cada ensaio. Apds adigdo do
composto as células s&8o cultivadas 18 horas sob condigdes
regulares de cultura de tecido. Apbs este periodo de
incubacdo, o controle positivo €& iniciado pela adigao de
Triton-X-100 (2% v/v) a células ndo-tratadas e incubadas
por 10 minutos adicionais para lise completo das células.
Subseqglentemente as células sao sedimentadas por
centrifugacdo e uma fragdo do sobrenadante removido e
analisado para atividade de enzima de LDH de acordo com as
instrug¢des do fabricante. Os dados sdo tipicamente
registrados como % de toxicidade de célula normalizada para
as células lisadas de Triton-X-100 como 100% de toxicidade

de célula.

Os dados de toxicidade s3o também obtidos usando um
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ensaio de ATP comercialmente disponivel (Estojo de
Determinacdo de ATP Molecular Probes A22066, disponivel de
Invitrogen) e/ou usando um ensaio MTT. Ambos ©OS ensaios ATP
e MTT medem a competéncia metabdlica da célula. O ensaio
MTT mede a capacidade da célula reduzir um substrato
marcador, o qual estd relacionado a competéncia (isto §€,
viabilidade). O ensaio ATP mede a concentragdo celular ATP
na presenga e auséncia de composto. Os compostos téxicos
levam a atividade metabdlica reduzida que leva a uma
reducdo na concentragdo de ATP.

Ensaio para Efeito de Compostos sobre a Produgdo de

Colageno
Células HFL-1 (ATCC, Rockville, MD) sao desenvolvidas

sob condicdes regulares de cultura de tecido em meio
completo dque contém 10% de soro bovino fetal (FBS;
Mediatech, Inc., Herndon, VA). As células em passagem
matutina foram colocadas em placas de 6 furos. Quando as
células alcancaram confluéncia, o meio foi removido, as
células lavadas com PBS e as células foram mantidas de um
dia para o outro em meio completo que continha 0,1% de FBS.
O meio foi em seguida substituido por meio fresco mais 0,1%
de FCS, 10 pM de L-Prolina (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ),
20 pg/mL de acido ascérbico (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ).
Os compostos foram adicionados a furos triplicados até uma
concentracdo final de 1 mM a partir de solugdes de estoque
100X em DMSO. Uma hora apdés a adigdo de composto, as
células foram tratadas com TGF-pl (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) até uma concentragdo final de 10 ng/mL (25 ng
total). Trés dias apbds adigdo de TGF-P, © meio foi

removido, as células foram removidas com PBS e em seguida
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lisadas. O teor total de colageno das células lisadas foi
determinado com um ensaio de colageno a base de corante
(Sircol Collagen Assay, Newtownabbey, Northern Ireland) e
um espectrofotdémetro & base de placa pQuant (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, vT) com curvas padrao
adequadas. A faixa dindmica do ensaio é definida por
células que foram tratadas por simulagdo (1% de DMSO sem
composto) na presenga e auséncia de TGF-B. Os dados estdo
registrados na Tabela 3 como a percentagem de inibigdo de
colageno induzido por TGF-B como determinado na equagao a

seguir:

% de inibicgdo = 100* [ (colageno, mock/+TGF-B) - (colageno,
tratado/+TGF-p]/ [colageno, mock/+TGF-B) - (colageno, mock/-TGF-8) ]
Tabela 3

Composto No. % de Inibigdo de
Sintese de Coléageno

Estimulado por TGF-f

8 48

14 23

15 49

26 58

30 69
EXEMPLO 6

Preparagdo de 1-(4-hidroxifenil)—5—(triflorometil)—z—
piridona (Composto 10): Uma mistura de 5-(triflorometil) -
2 (1H) -piridona (815,5 mg, 5 mmol), 4-iodoanisol (2,34 g, 10
mmol), Cul (952 mg, 5 mmol), KpCOs (691 mg, 5 mmol) e DMF
(5 ml) foi aquecida a 135°C de um dia para o outro. A

mistura de reacdo foi diluida com 10% de aménia (15 ml) e
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extraida com etil acetato. O extrato orgdnico foi 1lavado
com cloreto de sdédio saturado, seco sobre sulfato de
magnésio e evaporado. Purificacdo por cromatografia de
coluna (30% de etil acetato-hexano) produziu 526 mg (39,2%)
de 1- (4-metoxifenil)-5(triflorometil)-2-piridona. Este
composto (268,22 mg, 1 mmol) foi tratado com solug¢do de BBr3
1M em diclorometano (DCM, 2 ml) em DCM (5 ml) durante 2
horas a 0°C. A mistura de reagdo foi diluida com DCM e
lavada 3 vezes com &agua. A fase orgdnica foi seca sobre
sulfato de sédio e evaporada. O residuo foi separado por
cromatografia de coluna (20% de etil acetato - DCM) para

produzir o composto titulo como um sblido ndo-branco, 226

mg (89%). O espectro 'y NMR foi consistente com a estrutura

do composto 10.

EXEMPLO 7

Preparacdo de 1-fenil-5-acetil-2-piridona (Composto
16): 2-metoxi-S5-acetil piridina (1,51 g, 10 mmol) foi
tratado com HCl 6N a 100°C durante 5 horas. A mistura de
reagdo foi neutralizada com hidrdéxido de s6édio para pH 7 e
em seguida extraida diversas vezes com DCM. A camada
orgdnica foi seca sobre sulfato de sédio, evaporada € O
residuo foi cristalizado a partir de atil acetato para dar
5-acetil-2(1H) -piridona como um sélido branco, 1,06 g
(78%) . Este composto (685,7 mg, 5 mmol) foi reagido com
iodobenzeno (0,84 ml, 7,5 mmol) na presenga de Cul (95 mg,
0,5 mmol) e K,CO; (691 mg, 5 mmol) em DMF (5 ml) a 135°C de
um dia para o outro. A mistura de reagdo foi diluida com
aménia a 10% (15 ml) e extraida com etil acetato. O extrato
orgdnico foi lavado com cloreto de sdédio saturado, seco

sobre sulfato de magnésio e evaporado. Cromatografia de
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coluna (10% de etil acetato - DCM) produziu 407 mg (38%) do
composto alvo como um sdlido branco. O espectro 'H NMR foi

consistente com a estrutura do composto 16.

EXEMPLO 8
Preparagdo de 1- (4-piridinil)-5-metil-2-piridona
(Composto 22): O composto foi sintetizado por condensagdo
de 5-metil-2(1H) -piridona (327,4 mg, 3 mmol) com

hidrocloreto de 4-bromopiridina (778 mg, 4 mmol) na
presenga de Cul (60 mg, 0,3 mmol) e K,CO; (1,36 g, 10 mmol)
em DMF (3 ml) a 135°C de um dia para o outro. A mistura de
reacdo foi diluida com amdnia a 10% (15 ml) e extraida com
etil acetato. O extrato orgdnico foi lavado com cloreto de
sédio saturado, seco sobre sulfato de magnésio e evaporado.
Cromatografia de coluna (5% de MeOH-DCM) produziu 197 mg
(35%) do composto alvo como um sdélido amarelado. O espectro

ly NMR foi consistente com a estrutura do composto 22.

EXEMPLO 9
Preparagao de 1-fenil-S-metil-2-piridinetiona
(Composto 18): 1-fenil-5-metil-2-piridinona (555,7 mg, 3

mmol) foi reagido com reagente de Lawesson (606,7 mg, 1,5
mmol) em tolueno (5 ml) a 90°C. A mistura de reagdo foi
evaporada e o composto alvo foi isolado por cromatografia
de coluna (20-30% de etil acetato-hexano) seguido por
cristalizagdo a partir de metil-terc-butil éter. O produto
foi 403 mg (67%), sb6lido amarelo. O espectro 'H NMR foi
consistente com a estrutura do composto 18.
EXEMPLO 10
O composto 33 foi preparado de acordo com o seguinte

esquema sintético:
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Composto 33

Uma mistura de etil 3,3-dietoxipropionato (9,7 ml, 50
mmol) e hidrdéxido de sdédio (10M, 6 ml, 60 mmol)
comercialmente disponiveis e &gua (15 ml) foi refluido até
homogeneidade (aproximadamente 30 minutos) . Apbs
esfriamento até 0°C foi adicionado é&cido hidroclérico 6N
para levar o pH da solugdo até 2-3 (~10 ml). A mistura foi
extraida com diclorometano, a fase orgdnica foi lavada com
4gua, seca sobre sulfato de sbédio e o solvente foi removido
sob vacuo para dar o &acido 1 que foi usado sem dqualquer
purificagdo adicional.

A uma solucdo de &cido cru 1 (aproximadamente 50
mmol) em DCM (100 ml) a 0°C foi sequencialmente adicionado
4-bromoanilina (10,3 g, 60 mmol), HOBT (675 mg, 5 mmol) e
finalmente DCC (12,4 g, 60 mmol). A mistura de reacdo foi
agitada a 0°C durante 1 hora e em seguida refluida durante
outras 4 horas. O sbélido foi filtrado, o© filtrado foi
lavado com bicarbonato de sbédio saturado, Seco sobre
sulfato de sédio e o solvente foi removido sob vacuo para
dar amida 2 como sdélido ligeiramente amarelo. Este sélido
foi dissolvido em &cido sulftGrico (96%, 50 ml) a 0°C. A
solucdo foi mantida & mesma temperatura durante outras 3

horas e em seguida vazada para dentro de gelo liquido (500
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ml). O sbélido foi filtrado, lavado com &agua e agitado com
acetonitrila quente (100 ml). Quinolinona 3 foi filtrada e
seca sob vadcuo. O produto foi 10 g (91%).

A mistura do composto 3 (309 mg, 1,38 mmol), &cido
fenilborbénico (336 mg, 2,76 mmol), Cu(0OAc), (36 mg, 0,2
mmol), peneiras moleculares 4a 0,3 g, piridina (0,24 ml) e
DCM (10 ml) foi agitada a temperatura ambiente durante 2
dias. A mistura de reacdo foi filtrada através de Celite,
lavada com bicarbonato de sédio saturado com EDTA e a fase
orgénica foi seca sobre sulfato de sédio. O composto 33 foi
isolado por cromatografia (50% de etilacetato-hexano-
etilacetato). O produto foi 352 mg (85%).

EXEMPLO 11

As propriedades farmacocinéticas (PK) de pirfenidona,
andlogos e derivados de pirfenidona foram obtidas em ratos
Sprague Dawley de cénula dupla (jugular direita/cardétida

esquerda) (Charles River Laboratories, Inc., Wilmington,

'MA). A ratos machos pesando aproximadamente 275-300 g foi

administrada uma dose intravenosa (5 mg/kg) ou oral (50
mg/kg via gabage de composto em uma formulacdo adequada.
Amostras de plasma foram coletadas via cdnula intra-
arterial em instantes desejados nas 24 horas apbs dosagem
usando EDTA como um anti-coagulante. Trés animais foram
usados para cada composto. Todos os experimentos foram
realizados por pessoal treinado de acordo com orientagdes
dos Institutional Animal Care and Use Committees (IACUC)
(Comités Institucionais de Cuidado e Uso Animal) .

As concentracdes do composto foram calculadas por LC-
MS usando um espectrdmetro de massa MDS SCIEX API 3000

(Applied Biosystems, Foster City, cA) acoplado a um
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Shimadzu VP HPLC (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) equipado
com um cartucho de guarda Duragel G Ci3 (Peeke Scientific,
Redwood City, ca) . As amostras de <calibragdo foram
preparadas pela mistura de quantidades conhecidas de
pirfenidona, ou um analogo ou derivado de pirfenidona, com
plasma de rato. Uma curva padrao foi criada por diluigao em
série da amostra de calibragdao na mesma matriz. As amostras
tanto padrdo como analiticas foram preparadas para injegdo
ao HPLC pela mistura de uma aliquota de amostra de plasma
com 3 volumes de acetonitrila gelada contendo padrao
interno. As amostras foram em seguida centrifugadas. Uma
aliquota do sobrenadante resultante foi em seguida
misturada com cinco volumes de &cido férmico a 0,2% em
dgua, injetada no HPLC e resolvida em um gradiente de
metanol (contendo 0,18-0,2% de dcido férmico). O sinal
analitico integrado foi corrigido para aquele do padrao
interno e comparado com a curva padrdo adequado com a
finalidade de definir a concentragdo do analisado.

Os parametros farmacocinéticos mostrados na Tabela 4
foram obtidos usando o pacote WinNonlin Software (Pharsight

Corp, Mountain View, Cca) .

Tabela 4
Via de Dose Composto T2 b MRTinf Clobs AUClast E
Admin. mg/kg H mL/h/kg Ng-h/ml %
Iv 5 8 13,9 20,3 0,117 30,2
19 2,96 6,26 0,142 35
26 1,62 2,4 0,691 10,3
Oral 50 8 122,4 40,5
19 191,7 54,8

26 65,8 63,9
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Embora a presente invengdo tenha sido descrita em
algum detalhe para fins de clareza e compreensdo, aguele
versado na técnica entenderd que diversas alteragbes em
forma e detalhe podem ser realizadas sem divergir do
verdadeiro ambito da invencdo. Todas as figuras, tabelas,
apéndices, pedidos de patente e publica¢des, mencionados
acima, s3o aqui incorporados como referéncia nas suas

totalidades.
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REIVINDICAGOES
1. Método de modulacdo de um sistema de proteina

cinase ativado por estresse (SAPK), caracterizado por

compreender o contato um composto com uma proteina cinase
ativada por mitogénio p38 (MAPK),

em que o composto exibe um EC;, na faixa entre
aproximadamente 1pM e aproximadamente 1.000 upM para
inibicdo de pelo menos uma MAPK p38 e

em que o contato é& conduzido em uma concentragdo de
modulacdo SAPK que é menor do que um ECs; para inibigdo de
pelo menos uma MAPK p38 pelo composto.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato da MAPK p38 ser selecionada a

partir do grupo que consiste em p38a, p38B, p38y e p383.
3. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 1,

caracterizado pelo fato do contato ser conduzido a uma

concentracdo de modulagdo de SAPK que é menor que um ECy

para inibig¢do de MARK p38 pelo composto.
4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do contato ser conduzido a uma

concentracdo de modulagdo de SAPK que é menor gque um ECpo
para inibigdo de MARK p38 pelo composto.
5. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato dos valores de ECs, € os valores de

EC;, serem obtidos a partir de uma curva de resposta de

dose.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato da concentragdo de modulagdo de

SAPK ser eficaz para alterar a liberagdao de TNFa no sangue

todo por pelo menos 15%.
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7. Método, de acordo <com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de EC; estar na faixa entre

aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650uM.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do composto compreender um anel de

piridona.

9. Método, de acordo com a Reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género Ia:

Xs XsRy Reo

X3 N / R3
X2 %0 Ry

Género Ia;

onde

Ri, Rz, R3 e Ry sdo independentemente selecionados
dentre © dgrupo dJue consiste de H, C1-C;p alquila, Ci-Cio
alquila substituida, Ci-Cio alquenila, Ci1-Cyo haloalquila,
C,-Cio nitroalquila, C;-Cyo tiocalquila, C;-Cio hidroxialgquila,
C.1-Cyo alcdxi, fénil, fenil substituido, halogénio, Ci-Cio
alcoxialquila, Ci-Cio carbéxi, alcoxicarbonila, CO-uronida,

CO-monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CoO-polissacarideo;

e

X1, X5, X3, Xa, e Xs sao independentemente
selecionados a partir do gJgrupo que consiste em H,
halogénio, Ci-Cio alcéxi e hidrodxi.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 9,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do Género

Ia.
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11. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género Ib:

Ro
vl
J R

Género Ib

onde

X, & selecionado a partir do grupo que consiste em H,
halogénio, C;-Cio alcdxi, e OH;

R, & selecionado do grupo gque consiste em H,
halogénio, C;-Cio alquila, Cy-Cyo alquila substituida, Ci1-Cio
hidroxialquila, Ci-Ciyo alcoxialquila, C;-Cio carbdxi, Ci-Cio
alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-monossacarideo, CO-
oligossacarideo, e CO-polissacarideo; e

R, é selecionado do grupo dque consiste em H,
halogénio, e OH.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género Ic:

Ro
sl
J R

Género Ic,

onde

X; é selecionado do grupo que consiste em H, F, OH, e
OCH3,‘
R, é selecionado do grupo que consiste em H, CF;,

CHF,, CH,F, CH,OH, COOH, CO-Glucoronida, Br, CH;, e CH;O0OCHj3;
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R, é selecionado do grupo que consiste em H e OH;

sob a condigcdo de que quando Ry e X; sdo H, R, nao é
CH;.

13. Método, de acordo com a reivindicagéado 1,

5 caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero II:

Ry
A )N 4
0O R4
10 Subgénero II;

onde

X; é selecionado a partir do grupo que consiste em H,
OH, e OCH;;

R, é selecionado do grupo que consiste em H, CFj,

15 CHF,, CH;F, CH,OH, COOH, CO-Glucoronida, Br, CH;, e CH;OCHj;;

e

R, é selecionado do grupo que consiste em H e OH, sob
a condicdo de que gquando Ry e Xj sdo H, R, ndo & CH;.

14. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

20 caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero III:

Ra
<)/
O
25 Subgénero III;

em que

X, & selecionado do grupo gque consiste em H, F, e OH;

R, é selecionado do grupo dque consiste em H, Br,

30 CH,F, CHF,, e CFj.
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15. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero IV:

O

Subgénero IV;
onde X; & selecionado do grupo queé consiste em H,
halogénio, Ci1-Cio alcdxi, Ci-Cio alguila, Ci-Cyo alquila

substituida, C;-Cio alquenila, Ci-Cypo haloalquila, Ci-Cio

nitroalquila, C;-Cyo tioalquila, C,-Cio hidroxialquila,
fenil, fenil substituido, C,-Cio alcoxialquila, C1-Cio
carbboxi, C1-Cio alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-

monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CO-polissacarideo.
16. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero V:

. CF;
v~

o}

Subgénero V;
em que X; é selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, Ci1-Caio alcédxi, C1-Cip alguila, Ci-Cio alquila

substituida, C1-Cio alquenila, Ci1-Cio haloalquila, Ci1-Cio

nitroalquila, C;-Cio tioalquila, C;-Cio hidroxialquila,
fenil, fenil substituido, C;-Cyo alcoxialquila, C1-Cio
carbdéxi, C1-Cio alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-

monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CO-polissacarideo.
17. Método, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género VI:
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Género VI;

onde

Ar é piridinila ou fenil;

Z & O ou S;

X; € H, F, Cl1, OH, CH;, ou OCHj;

R, & metila, C(=0)H, C(=0)CH;, C(=0)OCH;, C(=0)0-
glucosil, fluorometil, difluorometil, trifluorometil,
bromo, metilmetoxil, metilhidroxii, ou fenil; e

R, € H ou um hidroxil;

sob a condicdo de gque gquando R; & trifluorometil, Z é
O, R, € H e Ar é fenil, o fenil n3o é apenas substituido na
posigdo 4’ por h, F, ou OH.

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género VII:

. Y1
Y2 N R4

Yq N o]
Y4

X3

Género VII
em que
X, & selecionado do grupo que consiste em H,

halogénio, C;-Cio alcoxi, e OH;

Y,, Y,, Y3 e Y, sdo independentemente selecionados
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dentre o grupo que consiste de H, Ci-Cyo alquila, Ci1-Cio
alquila substituida, Ci-Cio alquenila, C;-Cyo haloalquila,
C,-Cyo nitroalguila, Ci;-Cio tiocalquila, Ci-Cio hidroxialquila,
C1-C1o alcdxi, fenil, fenil substituido, halogénio,
hidroxil, C;-Cio alcoxialquila, C,-Cio carbdxi, C1-Cio
alcoxicarbonila; e

R, é selecionado do grupo gque consiste em H,
halogénio, e OH.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18,

caracterizado pelo fato do composto ser:

1L
N O

20. Método de tratamento ou prevengdo de um estado

doentio em um individuo, caracterizado por compreender:

identificar um individuo em risco para ou dque possua
uma condic¢do selecionada a partir de uma condigdo
inflamatéria e uma condigdo fibrética;

administrar um composto ao individuo em uma
quantidade eficaz para tratar ou impedir a condigdo;

em que o composto exibe um ECs na faixa entre
aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de pelo menos uma MAPK p38 e

em que a quantidade eficaz produz uma concentragao de
sangue ou soro ou de outro fluido corporal gque seja
inferior a ECi para a inibig¢do de pelo menos uma MAPK p38.

21. Método, de acordo com a reivindicagdao 20,
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caracterizado pelo fato da condigdo ser selecionada a

partir do grupo que consiste em fibrose, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, fibrose pulmonar idiopatica, sindrome
obliterosa bronquiolites; fibrose alograft crdnica; artrite
reumatéide; espondilite reumatdide; osteoartrite; gota;
sépsi; choque séptico; choque endotdéxico; sépsi gram-
negativa; sindrome do choque téxico; sindrome da dor
miofacial (MPS); Shiguelosi; asma; sindrome de doenga
respiratdéria adulta; doenca intestinal inflamatdéria; doenga
de Crohn; psoriase; eczema; colite ulcerativa; nefrite
glomerular; esclerodermia; tireoidite crdénica; doenga de
Grave; doenca de Ormond; gastrite auto-imune; misatemia
grave; anemia hemolitica auto-imune; neutropenia auto-
imune; trombocitopenia; fibrose pancreatica; hepatite ativa
crdénica; fibrose hepatica; doenca renal; fibrose renal,
sindrome intestinal irritével; pirese; restenose; malaria
cerebral; derrame e dano isquémico; trauma neural; mal de
Alzheimer; doenca de Huntington; mal de Parkinson; dor
aguda e crdnica; alergias; hipertrofia cardiaca; faléncia
do coracdo crdnica; sindrome corondria aguda; caquexia;
malaria; lepra; leishmaniose, doenca de Lyme; sindrome de
Reiter; sinusite aguda; degeneragao muscular, bursite;
tendinite; tenosinusite; sindrome de disco vertebral com
hérnia, rompido, ou com prolapso; osteopetrose; trombose;
silicose; sarcosi pulmonar; doengas de reabsorg¢do de 0sSsO;
cancer; Esclerose Maltipla, lupus; fibromialgia; AIDS;
Herpes Zoster, Herpes Simples, virus de gripe, Sindrome
Respiratdria Aguda Severa (SARS) ; citomegalovirus; e

diabetes mellitus.

22. Método, de acordo com a reivindicagao 20,
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caracterizado pelo fato da quantidade efetiva ser menor dque

50% de uma quantidade que provoca um efeito colateral
indesejavel no individuo.
23. Método, de acordo com a reivindicagdao 20,

caracterizado pelo fato do composto inibir uma cinase no

percurso de sinalizagdo de SAPK.
24 . Método, de acordo <com a reivindicagdao 20,

caracterizado pelo fato do composto ser um andlogo de

pirfenidoina.

25. Método, de acordo com a reivindicagdao 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género Ia:

Xs XsRy Ro

X3 N / R3

X %0 R

Género Ia;

onde

R,, R,, R; e Ry sao independentemente selecionados
dentre o grupo dJue consiste de H, C;-Cyo algquila, Ci-Cio
alquila substituida, C,-Cio alquenila, Ci-Cio haloalquila,
C,-Cio nitroalquila, Ci-Cio tiocalquila, Ci-Cio hidroxialquila,
C,-Cio alcdxi, fenil, fenil substituido, halogénio,' C1-Cio
alcoxialquila, Ci1-Cio carbéxi, alcoxicarbonila, CO—uronida,

co-monossacarideo, CO-oligossacarideo, e CO-polissacarideo;

e

X1, X,, Xs, Xa, e X5 sao independentemente
selecionados a partir do grupoc que consiste em H,
halogénio, Ci-Cio alcdxi e hidrdxi.

26. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 25,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,




10

15

20

25

30

10/32

hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do Género

Ia.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género Ib:

Ro
)y
¢ R

Género Ib

onde

X, é selecionado a partir do grupo que consiste em H,
halogénio, Ci-Cio alcdxi, e OH;

R, & selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, C;-Cio alquila, C.;-Ci0 alquila substituida, Ci1-Cio
hidroxialquila, Ci-Cio alcoxialquila, Ci1-Cio carbdxi, Ci1-Cio
alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-monossacarideo, Co-
oligossacarideo, e CO-polissacarideo; e

R, & selecionado do grupo dqué consiste em H,
halogénio, e OH.

28. Método, de acordo com a reivindicagao 27,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

hidrato, solvente, ou prd-farmaco de um composto do Género

Ib.

29. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género Ic:

Rz
O
0 R

Género Ic,
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onde

X; é selecionado do grupo que consiste em H, F, OH, e
OCHj;;

R, é selecionado do grupo que consiste em H, CFj,
CHF,, CH,F, CH,OH, COOH, CO-Glucoronida, Br, CH;, e CH;OCHj3;
e

R, é selecionado do grupo que consiste em H e OH;

sob a condigdo de que quando Ry e X3 s3o H, R; ndo é
CH, .

30. Método, de acordo com a reivindicacao 29,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

hidrato, solvente, ou prd-farmaco de um composto do Género
Ic.
31. Método, de acordo com a reivindicagao 29,

caracterizado pelo fato do composto ser selecionado a

partir dos Compostos 1 a 12 e 14 como segue:

Namero do Composto
composto
OH
1 O
N
o)
Q
o]
2 _ H
Dl
o)
0
3 _ O-Gluc
W
o)
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(=)
4
g

10 HO—<::>—$:i>
11 ; _@_ND

12 F_<::>_$;j>

Composto
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Nimero do Composto
composto
CH,
5 14 2=
B e
5 32. Método, de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero II:

10 Ry
)
O R4

Subgénero II;
15 onde
X, é selecionado a partir do grupo que consiste em H,
OH, e OCHj;;
R, é selecionado do grupo que consiste em H, CFj,
CHF,, CH,F, CH,OH, COOCH, CO-Glucoronida, Br, CH;, e CH;OCHj;;
20 e
R, é selecionado do grupo que consiste em H e OH, sob
a condicdo de que quando Ry e Xj3 s3o H, R, ndo é CHs.
33. Método, de acordo <com a reivindicagdo 32,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

25 hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do

Subgénero II.

34 . Método, de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero III:
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R
xa_QN;‘}z
o}

Subgénero III;

em que

X; é selecionado do grupo que consiste em H, F, e OH;

R, é selecionado do grupo dque consiste em H, Br,
CH,F, CHF,, e CFs.
35. Método, de acordo com a reivindicagao 34,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do

Subgénero III.

36. Método, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero IV:

o)

Subgénero IV;
onde X; & selecionado do gJgrupo dque consiste em H,
halogénio, Ci1-Cio alcédxi, C1-Cio alquila, Ci-Cyo alquila

substituida, C1-Cio alquenila, Cl-clo haloalquila, C1-Cio

nitroalquila, C1-Cio ticalquila, C1-Cio hidroxialquila,
fenil, fenil substituido, C,-C1o alcoxialquila, C,-Cyo
carbdxi, C1-Cio alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-

monossacarideo, CO-oligossacarideo, € CO-polissacarideo.
37. Método, de acordo com a reivindicagcao 36,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,
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hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do

Subgénero IV.

38. Método, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero V:

5
. CF3
)N )
o)
10 Subgénero V;
em que X; & selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, Ci-Cio alcdxi, C1-Cio alguila, €Ci-Cio alquila
substituida, Ci1-Cio algquenila, Ci-Cio haloalquila, Ci-Cio
nitroalquila, C,-C;o tiocalquila, C,-C,o hidroxialquila,
15 fenil, fenil substituido, C;-Cio alcoxialquila, C1-Cio
carbdxi, C1-Cio alcoxicarbonila, CO-uronida, CO-
monossacarideo, CO-oligossacarideo, e Cco-polissacarideo.
39. Método, de acordo com a reivindicag¢do 38,
caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,
20 hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do
Subgénero V.
40. Método, de acordo com a reivindicagdo 20,
caracterizado pelo fato do composto ser do Subgénero VI:
25 R,

Génerxo VI;

30 onde
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Ar é piridinila ou fenil;

Z é& O ou S;

X, & H, F, C1, OH, CH;, ou OCH3;

R, €& metila, C(=0)H, C(=0)CH;, C(=0)O0CHs;, C(=0)0-
glucosil, fluorometil, difluorometil, trifluorometil,
bromo, metilmetoxil, metilhidroxil, ou fenil; e

Ry € H ou um hidroxil;

sob a condicdo de que quando R; é trifluorometil, Z &
O, R, € He Ar é fenil, o fenil ndo é apenas substituido na
posigdo 4’ por h, F, ou CH.

41, Método, de acordo com a reivindicagdo 40,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

hidrato, solvente, ou pro-farmaco de um composto do
Subgénero VI.
42 . Método, de acordo com a reivindicagao - 40,

caracterizado pelo fato do composto ser selecionado a

partir dos Compostos 14 a 32 como segue:

- CHs
e
d
CF3
15 CHs—O NE —/’>
(o]
Q
CHg
16 —
W
d
17 —
al
- 0
CHj
1 @N;—}
S
CHF,

19 "@Nﬁ



20

21

22

23

24

25

26
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27

&0 &

(5]

oy
&

(18

FH,C

28
29

10

@ﬁ@

30

15

20

aSes

2
I
w

31

OCH3

!CHa

25

/

FH

Z

32

W,
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43 . Método, de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizado pelo fato do composto ser do Género VII:

Ya N R4

Ys N o
Y

X3

Género VII

em gque

X, & selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, C;-Cio alcdxi, e OH;

Y,, Y,, Y3 e Y, sé&o independentemente selecionados
dentre o grupo que consiste de H, Ci-Cyo alquila, Ci1-Cio
alquila substituida, C;-Cio alquenila, Ci-Cyo halocalquila,
C1-Cyio nitroalquila, C;-Cyo tioalguila, Ci-Cio hidroxialquila,
C;-Cio alcoxi, fenil, fenil substituido, halogénio,
hidroxil, C,-Cio alcoxialquila, C1-Cio carboéxi, C1-Cio
alcoxicarbonila; e

R, & selecionado do grupo gque consiste em H,
halogénio, e OH.

44 . Método, de acordo com a reivindicagdao 43,

caracterizado pelo fato do composto ser um metabdlito,

hidrato, solvente, ou pré-farmaco de um composto do Género

VIT.

45. Método, de acordo com a reivindicagdo 44,

caracterizado pelo fato do composto ser:
RO
N~ 0
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46. Método para identificar um composto

farmaceuticamente ativo, caracterizado por compreender:

propiciar uma biblioteca de compostos;

ensaiar diversos compostos a partir da biblioteca
para inibigdo de pelo menos uma MAPK p38 e

selecionar pelo menos um composto a partir dos
diversos compostos, em gue © composto selecionado exiba um
ECs, na faixa entre aproximadamente 1 uyM e aproximadamente
1000 pM para a inibigdo de pelo menos uma MAPK p38.

47. Método para identificar um composto

farmaceuticamente ativo, caracterizado por compreender:

propiciar uma biblioteca de compostos;

ensaiar diversos compostos a partir da biblioteca
para inibigdo de secrecdo em um fluido corporal in vivo e

selecionar pelo menos um composto dentre diversos
compostos, em que O composto selecionado exibe um ECsp na
faixa entre aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1000 pM
para inibigdo de secregdo TNFa em um fluido corporal in
vivo.

48. Método para identificar um composto

farmaceuticamente ativo, caracterizado por compreender:

propiciar uma biblioteca de compostos;

ensaiar diversos compostos a partir da biblioteca
para inibigdo de secrecdo por células em cultura in vitro e

selecionar pelo menos um composto dentre diversos
compostos, em que O composto selecionado exibe um ECs, na
faixa entre aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1000 uM
para inibigdo de secregdo TNFa em um fluido corporal in

vitro.

49. Método para identificar um composto
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farmaceuticamente ativo, caracterizado por compreender:

propiciar uma biblioteca de compostos;

ensaiar diversos compostos a partir da biblioteca
para inibigdo de secrecdo em um fluido corporal in vivo; e

selecionar pelo menos um composto dentre diversos
compostos, em que O composto selecionado exibe um ECso na
faixa entre aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1000 pM
para inibigdo de secrecdo TNFa por células em cultura in
vitro.

50. Método para identificar um composto

farmaceuticamente ativo, caracterizado por compreender:

propiciar uma biblioteca de compostos;

ensaiar diversos compostos a partir da biblioteca
para inibig¢do de secrecdo por células em cultura in vitro e

selecionar pelo menos um composto dentre diversos
compostos, em que O composto selecionado exibe um ECso na
faixa entre aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1000 pM
para inibigdo de secregdao TNFa em um fluido corporal in
vivo.

51. Método, de acordo com qualgquer uma das

reivindicagdes 47, 48, 49 ou 50, caracterizado por

compreender ainda a determinacdo de uma toxicidade mamifera

do composto selecionado.
52. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 47, 48, 49 ou 50, caracterizado por

compreender ainda a administracdo do composto selecionado a
um individuo de teste.
53. Método, de acordo com a reivindicagdao 52,

caracterizado pelo fato do individuo de teste ter ou estar

em risco de ter uma condigdo inflamatéria.
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54. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 47, 48, 49 ou 50, caracterizado pelo fato do

composto ser selecionado a partir do grupo que consiste em
p38a, p38B, p38y e p383.
55. Método, de acordo <com a reivindicagdo 46,

caracterizado pelo fato de ECs, ser obtido a partir de uma

curva de resposta de dose.
56. Método, de acordo com a reivindicagdo 46,

caracterizado pelo fato de EC; estar na faixa entre

aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650 pM.
57. Método, de acordo com a reivindicagdo 47,

caracterizado pelo fato de ECs, ser obtido a partir de uma

curva de resposta de dose.
58. Método, de acordo com a reivindicagdao 47,

caracterizado pelo fato de ECso estar na faixa entre

aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650 pM.

59. Composto caracterizado por ter a férmula do

Subgénero III:

Subgénero III;
em gque
X; é selecionado do grupo que consiste em H, F, e OH;
R, é selecionado do grupo due consiste em H, Br,
CH,F, CHF,, e CF; e
em que o composto exibe um EG5 na faixa entre
aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 pM para

inibicdo de MAPK p38; ou um sal, éster, solvente ou prd-
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farmaco farmaceuticamente aceitdvel do composto.
60. Composto, de acordo com a reivindicagao 59,

caracterizado pelo fato do composto ser . selecionado a

partir dos Compostos 8 a 12 como segue:
NGmero Composto

do composto

CFs
o OD
o)
O
o)
CF3
o HOQN;}
e
0
CF3
O

61. Composto, de acordo com a reivindicag¢ao 59,

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre

aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1.000 pM para
inibi¢cdo de MAPK p38.

62. Composto, de acordo com a reivindicagao 61,
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caracterizado pelo fato de ter um EGC;, na faixa entre

aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650 uM.
63. Composto, de acordo com a reivindicagdao 61,

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre

aproximadamente 1 upM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de secregdo de TNFa em um fluido corporal in vivo.
64 . Composto, de acordo com a reivindicagdo 61,

caracterizado pelo fato de ter um EGCs na faixa entre

aproximadamente 1 upM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de secregdo de TNFa por células cultivada in

vitro.

65. Composto caracterizado por ter a férmula do

Género VI:

R2
X3—Ar—N /
Z Ry

Género VI;

onde

Ar é piridinila ou fenil;

Z & O ou S;

X, & H, F, C1, OH, CH;, ou OCH;;

R, é metila, C(=0)H, C(=0)CHs, C(=0)0OCH;, C(=0)0-
glucosil, fluorometil, difluorometil, trifluorometil,
bromo, metilmetoxil, metilhidroxil, ou fenil; e

Ry € H ou um hidroxil;

sob a condigdo de gque quando R; é trifluorometil, Z €
O, Ry é H e Ar & fenil, o fenil nio é apenas substituido na

posigdo 4’ por h, F, ou OH;
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em que © composto exibe um ECs na faixa entre
aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de MAPK p38; ou um sal, éster, solvente ou pro-
farmaco farmaceuticamente aceitavel do composto.

66. Composto, de acordo com a reivindicagdo 65,

caracterizado pelo fato do composto ser selecionado a

partir dos Compostos 14 a 32 como segue:

CHj
14 F*<:j>—N ﬂ
o)
CFj
15 CH3—0-®—N —/>
0]
O.
CHs
16 —
e
o)
17 —
e
(o)
CHs
1 O'ﬁ
s .
CHF,
19 @N;—j/
o)
0]
H
20 -
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21 CI—@—N o /;
, o
: CH,
22 N<\—:—/>—N: B /;
0

CH,F
W p
o
0]
N
n O,
N~ O

25 N~ YO
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F,HC
)

32

\_/

CHa
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67. Composto, de acordo com a reivindicagdo 65,

caracterizado pelo fato de ter um EGCso na faixa entre

aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 pM para
inibi¢dao de MAPK p38.
68. Composto, de acordo com a reivindicagdao 67,

caracterizado pelo fato de ter um EC5 na faixa entre

aproximadamente 50 pM e aproximadamente 650 uM.
69. Composto, de acordo com a reivindicagdo 67,

caracterizado pelo fato de ter um EC5; na faixa entre

aproximadamente 1 uyM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de secregdo de TNFa em um fluido corporal in vivo.
70. Composto, de acordo com a reivindicagdo 67,

caracterizado pelo fato de ter um EC;, na faixa entre

aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 pM para
inibi¢do de secregdo de TNFa por células cultivada in
vitro.

71. Composto caracterizado por ter a férmula do

Género VII:

Y4
Yg N R4
Y3 N 0]
Ys
X3

Género VII
em que
X; é selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, C3-Cio alcHdHxi, e OH;
Y,, Y, Y3 e Y, sdo independentemente selecionados

dentre o grupo que consiste de H, C,-Cip alquila, Ci1-Cio
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alquila substituida, Ci-Cio alquenila, Ci-Cyo haloalquila,

C,-Cio nitroalquila, Ci-Cio tiocalquila, Ci-Cio hidroxialquila,

C1-C1o alecdxi, fenil, fenil substituido, halogénio,
hidroxil, C,-Cio alcoxialquila, C1-Cio carbbéxi, C1-Cio
alcoxicarbonila;

R, é selecionado do grupo que consiste em H,
halogénio, e OH e

em gque o composto exibe um ECs, na faixa entre
aproximadamente 1 upM e aproximadamente 1.000 pM para
inibi¢cdo de MAPK p38; ou um sal, éster, solvente ou pro-
farmaco farmaceuticamente aceitavel do composto.

72. Composto, de acordo com & reivindicagao 71,.

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre

aproximadamente 1 M e aproximadamente 1.000 pM para
inibig¢do de MAPK p38.
73. Composto, de acordo com a reivindicagao 71,

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre

aproximadamente 50 upM e aproximadamente 650 uM.
74 . Composto, de acordo com a reivindicagao 71,

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre’

aproximadamente 1 uM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de secregdo de TNFa em um fluido corporal in vivo.
75. Composto, de acordo com a reivindicagdo 71,

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre

aproximadamente 1 M e aproximadamente 1.000 pM para

inibicdo de secregdo de TNFa por células cultivada in

vitro.

76. Composto, de acordo com a reivindicag¢dao 71,

caracterizado por ter a férmula:
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Br\@\

N/’
r
N

0//

77. Composto, de acordo com a reivindicag¢ao 71,

caracterizado pelo fato de ter um EGCs, na faixa entre

aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 pM para
inibi¢do de MAPK p38.
78. Composto, de acordo com a reivindicagao 71,

caracterizado pelo fato de ter um ECso na faixa entre

aproximadamente 50 uM e aproximadamente 650 pM.
79. Composto, de acordo com a reivindicagdo 71,

caracterizado pelo fato de ter um EC, na faixa entre

aproximadamente 1 pM e aproximadamente 1.000 pM para
inibicdo de secregdo de TNFa em um fluido corporal in vivo.
80. Composto, de acordo com a reivindicagao 71,

caracterizado pelo fato de ter um ECs, na faixa entre

aproximadamente 1 upM e aproximadamente 1.000 upM para
inibicdo de secregdo de TNFa por células cultivada in

vitro.

81. Composigao farmacéutica caracterizada por

compreender o composto da reivindicacdo 59 e um excipiente

farmaceuticamente aceitavel.

82. Composigéo farmacéutica caracterizada por

compreender o composto da reivindicacdo 65 e um excipiente
farmaceuticamente aceitéavel.

83. Composigdao farmacéutica caracterizada por

compreender o composto da reivindicagdo 71 e um excipiente
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farmaceuticamente aceitavel.
84. Composigado farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 81, caracterizada pelo fato da composigdo

conter uma gquantidade do referido composto que &
selecionada para administragdo a um paciente em uma
programagdo selecionada a partir de: duas vezes ao dia, uma
vez ao dia, uma vez a cada dois dias, trés vezes por
semana, duas vezes poOXr semana € uma vez por semana.

85. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 82, caracterizada pelo fato da composigao

conter uma quantidade do referido composto que &
selecionada para administragdao a um paciente em uma
programagdo selecionada a partir de: duas vezes ao dia, uma
vez ao dia, uma vez a cada dois dias, trés vezes por
semana, duas vezes poOr semana € uma vez por semana.

86. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 83, caracterizada pelo fato da composigao

conter uma gquantidade do referido composto dque &
selecionada para administragdo a um paciente em uma
programagdo selecionada a partir de: duas vezes ao dia, uma
vez ao dia, uma vez a cada dois dias, trés vezes por
semana, duas vezes pOr semana € uma vez por semana.

87. Método, de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizado pelo fato do referido composto ser

administrado ao referido paciente em uma programagao
selecionada a partir de: duas vezes ao dia, uma vez ao dia,
uma vez a cada dois dias, trés vezes por semana, duas vezes
por semana € uma vez por semana.

88. Método, de acordo com a reivindicagdao 21,

caracterizado pelo fato do referido composto ser
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administrado ao referido paciente em uma programagao
selecionada a partir de: duas vezes ao dia, uma vez ao dia,
uma vez a cada dois dias, trés vezes por semana, duas vezes
por semana € uma vez por semana.

89. Método, de acordo com a reivindicagdao 21,

caracterizado pelo fato da condigdo ser sindrome obliterosa

bronquiolites.
90. Método, de acordo <com a reivindicagao 21,

caracterizado pelo fato da condigdo ser fibrose allograft

crbdnica.

91. Método, de acordo com a reivindicagao 21,

caracterizado pelo fato da condigdo ser fibrose pulmonar

idiopatica.
92. Método, de acordo com a reivindicagdo 21,

caracterizado pelo fato da condigdo ser doenga pulmonar

obstrutiva crbnica.
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METODO DE MODULAGAO DE SISTEMA DE PROTEINA CINASE ATIVADA
POR ESTRESSE

S3o apresentados métodos de modulacéo de um sistema
de proteina cinase ativada por estresse (SAPK) com um
composto ativo, onde o composto ativo apresenta baixa
poténcia para inibigdo de pelo menos uma MAPK p38; e onde ©O
contato é realizado a uma concentragdo de modulagdo de SAPK
que estd a uma baixa percentagem de concentragdo inibitdria
para inibi¢d3o de pelo menos uma MAPK p38 pelo composto. Sao
também apresentados derivados de pirfenidona. Estes
derivados podem modular um sistema de proteina cinase

ativada por estresse (SAPK).
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