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DESCRIPCION

Derivado de indolona sustituido con pirrol o su sal farmacéuticamente aceptable, y su método de preparacion y
aplicacién

Campo técnico

La presente divulgacién se refiere al campo de la medicina, en particular a un derivado de indolona sustituido con pirrol
o0 sus sales farmacéuticamente aceptables, y a un método de preparacién del mismo y a su aplicacién.

Estado de la técnica

La leucemia es un tipo de enfermedad clonal maligna de las células madre hematopoyéticas, también conocida como
cancer de sangre. La leucemia mieloide aguda (AML) es la leucemia aguda més comuin en adultos y representa el
40% de la incidencia total de leucemia y aproximadamente el 80% de la incidencia total de leucemia aguda. La causa
de la AML es la proliferacién y diferenciacién anormales de células progenitoras mieloides inmaduras resultantes de
la diferenciacién anormal de células madre hematopoyéticas primitivas y células progenitoras (Gilliland, D. G. et al.
Cancer Cell, 2002, 1, 417). Los métodos de tratamiento actuales para la AML incluyen principalmente la terapia con
medicamentos y el trasplante de médula 6sea. La terapia farmacolégica se refiere principalmente a la quimioterapia
tradicional, que se puede dividir en dos etapas de tratamiento de induccién de remision y tratamiento posremisién. En
la actualidad, el tratamiento de induccién de la remisién de la AML todavia se basa en antibiéticos antitumorales con
antraciclina combinados con citarabina. El tratamiento posremisién incluye tratamiento intensivo de consolidacién,
tratamiento de mantenimiento y prevencién y tratamiento de la leucemia del sistema nervioso central, y generalmente
se elige quimioterapia combinada con citarabina en dosis altas. En los Ultimos afios, mediante la mejora del tratamiento
de apoyo y el aumento de la intensidad de la quimioterapia, se ha mejorado la eficacia de la quimioterapia. La tasa de
remisién total completa de la quimioterapia para pacientes con AML puede alcanzar entre el 50% y el 70%, y la tasa
de supervivencia libre de enfermedad a largo plazo es del 25% al 30%. Sin embargo, debido a la importante
heterogeneidad individual y la alta tasa de recurrencia de la AML, una proporcidén considerable de pacientes todavia
tienen malos resultados o recaidas. El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) es un método confiable
para curar la AML. Sin embargo, los pacientes todavia corren el riesgo de recaer después del trasplante. La tasa de
recurrencia de los pacientes de riesgo estandar es del 8% al 12%, y para los pacientes de alto riesgo la tasa de
recurrencia puede alcanzar del 39% al 74%. La recurrencia postrasplante es una de las principales razones del fracaso
del trasplante.

La investigacién y el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la AML para mejorar la tasa efectiva de la
terapia farmacolégica y prolongar la supervivencia sigue siendo una necesidad urgente para los pacientes con AML.
La tirosina quinasa 3 (FLT3) similar a FMS es un nuevo objetivo terapéutico para la AML que ha atraido mucha atencién
en los Ultimos afios.

Los estudios muestran que la proteina FLT3 se expresa principalmente en precursores de células mieloides y linfoides
normales, y se expresa en 70 % al 90 % de las células de AML y de leucemia linfocitica aguda. La proteina FLT3
pertenece a la familia de la proteina tirosina quinasa (PTK), que fue descubierta de forma independiente y por separado
por el grupo de investigacién de Rosnet y el grupo de investigacién de Matthews en 1991. La proteina FLT3 pertenece
a la familia del receptor Ill de proteina tirosina y consiste en un dominio extracelular que contiene cinco
inmunoglobulinas, un dominio transmembrana, un fragmento yuxtamembrana y una regién citoplasmética. Una gran
cantidad de estudios muestran que la mutacién y la activacién anormal de la proteina tirosina quinasa FLT3 estan
estrechamente relacionadas con la aparicién y el desarrollo de la AML (Marrin, C. et al. Blood, 2014, 124, 3). El primer
tipo de mutacién es la duplicacién en tandem del fragmento de yuxtamembrana (duplicacién internaen tandem, ITD),
que representa aproximadamente el 23% de las mutaciones de la proteina FLT3. El segundo tipo de mutacién es la
mutacién puntual de un dominio de activacién (dominio tirosina quinasa, TKD), que representa aproximadamente el
8% de las mutaciones en la proteina FLT3. El tercer tipo de mutaciéon es la mutacién puntual en el fragmento
yuxtamembrana, que representa aproximadamente el 2% de la mutacién de la proteina FLT3. Después de la mutacién
de la proteina FLT3, induciré la dimerizacién de la proteina FLT3, lo que a su vez conduce a la autofosforilacién del
receptor. Al mismo tiempo, el dominio de activacion en el citoplasma se acerca a la membrana y el sustrato intracelular
se combina mas facilmente con el sitio de unién activo de FLT3, lo que resulta en la activaciéon de FLT3. Después de
la activacién de FLT3, FLT3 activa la via descendente de Ras y la via de fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), y luego
regula los factores apoptéticos y antiapoptédticos en las vias para afectar el crecimiento, la proliferacién y la
supervivencia celular para lograr el efecto de inhibicién del crecimiento tumoral (Choudhary, C. etal., Int. J. Hematol.,
2005, 82, 93-99). En vista del papel de FLT3 en la aparicién y desarrollo de AML, la proteina FLT3 puede usarse como
un objetivo importante para el tratamiento de la AML. Por lo tanto, el desarrollo de inhibidores de FLT3 eficientes,
seguros y poco tdxicos tiene cierto valor cientifico y significado social para el tratamiento de la AML.

El sunitinib es un inhibidor de la tirosina quinasa de multiples objetivos desarrollado por Pfizer. Inhibe principalmente

PDGFR-B y VEGFR-2 en las células endoteliales vasculares para ejercer un efecto de antineoangiogénesis, y también
puede actuar sobre células tumorales con RTK anormalmente activadas para ejercer un efecto antitumoral directo. La

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2971070 T3

FDA aprobé la comercializacion de sunitinib en 2006 para el tratamiento de tumores del estroma gastrointestinal y
carcinoma de células renales, y posteriormente fue aprobado para el tratamiento de tumores neuroendocrinos
pancreaticos progresivos (pNET) que no se pueden extirpar quirirgicamente o se han diseminado (metastasis).
Sunitinib tiene un fuerte efecto inhibidor sobre VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-B, c-Kit, FLT3 y otros
receptores tirosina quinasas: VEGFR-1 (ICs0: 15.1 nM), VEGFR-2 (ICso: 38.1 nM), VEGFR-3 (ICs0: 30.6 nM), PDGFR-
B (ICs0: 55.1 nM), c-Kit (ICs0: 211.34 nM), CSF-1R (ICs0: 35.6 nM), FIT3 (ICs0: 21.5 nM ) (PWManley et al. Biochimica
et Biophysica Acta, 2004, 1697, 17). Aunque FLT3 puede inhibirse a nivel nM, Sunitinib también tiene una actividad
inhibidora considerable contra VEGFR, PDGFR y similares relacionados con la heoangiogénesis. Se ha demostrado
que sunitinib es un inhibidor no selectivo de FLT3 y tiene una fuerte actividad inhibidora contra FLT3-ITD y FLT3-TKD
con mutacion de FLT3. Sunitinib puede inhibir la fosforilacidon mediada por FLT3 in vitro, inducir la apoptosis celular e
inhibir la proliferacién in vitro de cepas celulares positivas para FLT3-ITD. La administracién oral de 20 mg/kg/d mostrd
un efecto inhibidor tumoral significativo en el modelo de tumor de xenoinjerto de ratéon desnudo MV-4-11 (FLT3-ITD).
Una sola administracién puede mantener el efecto inhibidor de la fosforilacion de FLT3-ITD durante 16 horas. (Anne-
Marie O'Farrell, Tinya J. Abrams, et al., Blood, 2003, 101(9), 3597).

En un estudio clinico de fase |, se seleccionaron 29 pacientes con AML que eran refractarios y recayeron o no eran
adecuados para el tratamiento estandar para recibir una dosis Unica de Sunitinib de 50 mg a 350 mg. Se observé la
tolerabilidad y se realiza un estudio de correlacién de PK/PD. El resultado mostré que se observaron reacciones
adversas relacionadas con el medicamento en el 31% de los pacientes, principalmente reacciones gastrointestinales
como diarrea y vomitos, y se limitaron a una dosis no menor a 250 mg, con un grado de 1/2. Se observé un fuerte
efecto inhibidor sobre la fosforilacion de FLT3 en mas del 50% de los pacientes con una dosis de no menos de 200
mg, Y se inhibieron las vias de sefializacién posteriores relacionadas (Anne-Marie O'F, James M. F, et al.
ClinicalCancer Research, 2003, 9(15), 5465).

En un estudio clinico de fase | de sunitinib para AML realizado por Fiedler et al., 16 pacientes con AML en recaida o
refractaria se dividieron en dos grupos Ay B, y fueron tratados con diferentes administraciones (grupo A: 50 mg-d-’,
esquema 4/2, grupo B: 75 mg-d”', esquema 4/1). Los resultados mostraron que 1 caso tuvo una reaccion morfolégica,
5 casos tuvieron una reaccién parcial (PR), la reaccién téxica del grupo de 50 mg fue similar a la de los ensayos
clinicos en tumores sélidos, pero la incidencia de supresion de la médula 6sea aumentd, mientras que la tolerancia de
los pacientes en el grupo de 75 mg disminuyé, lo que resulté en fatiga e hipertension de grado 4 que limitan la dosis
(Fiedler, W. et. al. Blood, 2005, 105, 986). Se puede observar que, aunque los primeros estudios clinicos de Sunitinib
mostraron ciertos efectos terapéuticos sobre la AML, sus efectos secundarios toxicos fueron relativamente fuertes, la
dosis tolerada fue baja y no se pudo lograr la exposicién plasmatica requerida para la actividad inhibidora de FLT3.
Sunitinib no tuvo éxito cuando se usé como inhibidor de FLT3 en el tratamiento de la AML. Por lo tanto, es necesario
optimizar su estructura quimica para reducir los efectos secundarios téxicos, optimizar la farmacologia y encontrar un
farmaco ideal mas seguro y eficaz.

Resumen de la divulgacién

En vista de las deficiencias de |la técnica anterior mencionadas anteriormente, un objetivo de la presente divulgacién
es proporcionar un derivado de indolinona sustituido con pirrol o sus sales farmacéuticamente aceptables, y un método
de preparacidn del mismo y su aplicacion, para resolver los problemas en la técnica anterior.

Para lograr el objetivo anterior y otros objetivos relacionados, un primer aspecto de la presente divulgacién proporciona
un compuesto o sales farmacéuticamente aceptables del mismo. La férmula estructural del compuesto es la que se
muestra en la Férmula I:

- N'
H

Férmula |
donde,
R1se selecciona de H, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo;

Rose selecciona de heterocicloalquilo sustituido o no sustituido;
o R1y Raforman grupos como se muestra a continuacién con un dtomo de nitrégeno:



ES 2971070 T3

en donde Ra se selecciona de alquilo C1-C3 lineal o ramificado; Rb se selecciona de amino; alquilo C1-C3 lineal o
ramificado, sustituido o no sustituido, y un sustituyente se selecciona de amino.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, Rz se selecciona de heterocicloalquilo de 5 o 6 miembros
monosustituido, polisustituido o no sustituido, y el sustituyente se selecciona de alquilo C1-C3 lineal o ramificado.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, Rose selecciona de 4-piperidinilo y N-metil-4-piperidinilo.

10
En algunas realizaciones de la presente divulgacién, el compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables se
seleccionan de un compuesto de Férmula 1, un compuesto de Férmula 2, un compuesto de Férmula 3, un compuesto
de Férmula 4, un compuesto de Formula 5, un compuesto de Férmula 6, un compuesto de Férmula 7 y un compuesto
de Férmula 8, mostrandose las férmulas estructurales de los compuestos como sigue:

15

Férmula 1

Férmula 3 Férmula 4

Férmula 5 Férmula 6

s
I,

Férmula 7 Férmula 8

Un segundo aspecto de la presente divulgacién proporciona un método para preparar el compuesto 0 sus sales
farmacéuticamente aceptables, que comprende la siguiente etapa: un compuesto de Férmula VI reacciona con un
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compuesto de Férmula VIl y un compuesto de Formula IX en presencia de un alcali, respectivamente, para producir
el compuesto de Férmula I. La ecuacidn de reaccion es la siguiente:

¥ i g

en donde, R1y/o Rz en el compuesto de Férmula IX tienen la misma definicién que la del compuesto de Férmula I.

Un tercer aspecto de la presente divulgacion proporciona un compuesto o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo para su uso como inhibidores del receptor de tirosina quinasa.

En algunas realizaciones de la presente divulgacién, el inhibidor es un inhibidor de tirosina quinasa del receptor
multidiana.

En algunas realizaciones de la presente divulgacién, el receptor de tirosina quinasa es FLT3 o mutantes del mismo.

En algunas realizaciones de la presente divulgacién, el inhibidor es un inhibidor selectivo, méas especificamente un
inhibidor selectivo para FLT3 o sus mutantes.

Un cuarto aspecto de la presente divulgacion proporciona el compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables
para su uso en el tratamiento de tumores. El tumor se selecciona preferiblemente de AML.

Un quinto aspecto de la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto
0 sus sales farmacéuticamente aceptables.

Realizaciones

A través de mucha practica e investigacion, el inventor de la presente divulgacion proporciona un derivado de
indolinona sustituido con pirrol, que tiene un efecto inhibidor notable sobre el receptor de tirosina quinasa (RTK) y tiene
las caracteristicas de efectos secundarios poco toxicos. Sobre esta base, se ha completado la presente divulgacién.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona un compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables. El
compuesto es un derivado de indolinona sustituido con pirrol. La formula estructural del compuesto se muestra en la
Formula I:

#
Férmula |
donde,

R1se selecciona de H, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo;
Rose selecciona de heterocicloalquilo sustituido o no sustituido;
o R1y Raforman grupos como se muestra a continuacién con un dtomo de nitrégeno:

B

T~

it

\‘\

En la presente divulgacién, "alquilo” se refiere a un grupo alifatico saturado.
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En la presente divulgacion, "heterocicloalquilo” se refiere a un hidrocarburo ciclico saturado o insaturado (pero no
aromatico), que puede estar opcionalmente no sustituido, monosustituido o polisustituido y que tiene en su estructura
al menos un heteroatomo seleccionado entre N, O 0 S.

En la presente divulgacién, "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a cualquier sal que sea fisiolégicamente
tolerante (generalmente no téxica) cuando se usa para el tratamiento de una manera adecuada, especialmente cuando
el objeto de aplicacién es humano y/o mamifero. Mas especificamente, las sales farmacéuticamente aceptables suelen
ser sales formadas por el compuesto (normalmente protonado) proporcionado por la presente divulgacion y al menos
un anién fisiolégicamente tolerante. Por ejemplo, las sales pueden estar formadas por acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfarico, acido metanosulfénico, acido férmico, acido acético, acido oxalico, acido succinico, acido
malico, acido tartarico, acido mandélico, acido fumarico, acido lactico, acido citrico o similar.

En el compuesto de Férmula | proporcionado por la presente divulgacion, R1 puede seleccionarse mas
especificamente entre H, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo.

En el compuesto de Férmula | proporcionado por la presente divulgacion, Rzse selecciona de heterocicloalquilo de 5
0 6 miembros monosustituido, polisustituido o no sustituido, y el sustituyente puede ser alquilo C1-C3 lineal o
ramificado, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo o isopropilo. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, Rose
selecciona de 4-piperidinilo y N-metil-4-piperidinilo.

En el compuesto de Férmula | como se describié anteriormente, R1 y Rz pueden formar heterocicloalquilo de 5 0 6
miembros monosustituido, polisustituido o no sustituido con el aomo de nitrégeno unido por puente, y el
heterocicloalquilo formado puede incluir uno o dos atomos de nitrogeno. Al calcular los atomos de nitrégeno, se incluye
el atomo de nitrégeno unido por puente. El sustituyente puede ser alquilo C1-C3 lineal o ramificado, amino, etc. Por
ejemplo, el heterocicloalquilo formado por R1 y Rz y el atomo de nitrégeno unido por puente puede ser
heterocicloalquilo de 6 miembros, que puede incluir dos atomos de nitrégeno y puede estar sustituido por uno o mas
grupos alquilo y que también pueden incluir un atomo de nitrogeno y pueden estar sustituidos por uno 0 mas grupos
amino. De acuerdo con una realizacion especifica de la presente divulgacién, R1y Rz y el atomo de nitrégeno unido
por puente forman un grupo como se muestra a continuacion:

donde,

Ra se selecciona de alquilo C1-C3 lineal o ramificado (por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo); y
Rb se selecciona de amino, alquilo C1-C3 lineal o ramificado (por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo).

El compuesto de Férmula | o sus sales farmacéuticamente aceptables proporcionado por la presente divulgacion
puede ser especificamente un compuesto de Férmula 1, un compuesto de Férmula 2, un compuesto de Férmula 3, un
compuesto de Férmula 4, un compuesto de Formula 5, un compuesto de Férmula 6, un compuesto de Férmula 7 o un
compuesto de Férmula 8. Las férmulas estructurales de los compuestos de Formulas 1 a 8 se muestran en la Tabla
1:

Tabla 1
Numero de serie del compuesto Férmula estructural del compuesto
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(continuacion)
Numero de serie del compuesto Férmula estructural del compuesto
3 ~

S

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para preparar el compuesto, que comprende la
siguiente etapa: un compuesto de Férmula VI reacciona con un compuesto de Férmula VIl y un compuesto de Férmula
IX respectivamente en presencia de un éalcali para producir el compuesto de Férmula |. La ecuacién de la reaccién es
la siguiente:

Vi e 4 t

en donde, R+ y/o R2 en el compuesto de Férmula X tienen la misma definicién que la del compuesto de Formula |.

En la reaccién anterior, el compuesto de Formula VI reacciona con el compuesto de Férmula VIl en presencia de un
alcali para producir un compuesto de Férmula VIIl, y el compuesto de Férmula VIl reacciona ademas con el compuesto
de Férmula IX en la presencia de un alcali para producir el compuesto de Férmula |.
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En la reaccion de preparacién del compuesto de Férmula | a partir del compuesto de Férmula VI, la cantidad del
compuesto de Férmula VIl y/o el compuesto de Formula |X usados normalmente es igual 0 mayor que la cantidad del
compuesto utilizado deFérmula VI. Por ejemplo, la relacion molar del compuesto de Férmula VIl con respecto al
compuesto de Férmula VI puede ser 1-1.5:1, y la relacidon molar del compuesto de Férmula IX con respecto al
compuesto de Férmula VI puede ser 1-5:1.

En la reaccién de preparacidén del compuesto de Formula | a partir del compuesto de Férmula VI, el alcali puede ser
normalmente un alcali organico, por ejemplo, DIPEA o similares. La cantidad de alcali utilizada suele ser igual o0 mayor
que la cantidad del compuesto de Férmula VI. Por ejemplo, la relacién molar del alcali con respecto al compuesto de
Férmula VI puede ser 1-1.5:1.

En la reaccion de preparacion del compuesto de Formula | a partir del compuesto de Férmula VI, la reaccion se puede
llevar a cabo en un disolvente, y el disolvente normalmente puede ser un disolvente aprotico. Los expertos en la técnica
pueden seleccionar un tipo adecuado de disolvente y una cantidad apropiada de disolvente de acuerdo con las
materias primas en la reaccién, de modo que las materias primas tengan buena solubilidad en el disolvente. Por
ejemplo, el disolvente puede ser tetrahidrofurano (THF) o similares.

En la reaccidon de preparacion del compuesto de Formula | a partir del compuesto de Férmula VI, la temperatura de
reaccion puede ser desde temperatura ambiente hasta la temperatura de reflujo del disolvente; por ejemplo, la reaccién
se puede llevar a cabo a temperatura ambiente. La reaccidon normalmente se puede llevar a cabo bajo condiciones de
proteccién de gas. El gas utilizado para crear la condicion de gas de proteccién puede ser nitrégeno, gas inerte, etc.,
y mas especificamente el gas inerte puede ser helio, neén, argdn, criptén, xenén, etc. Los expertos en la técnica
pueden ajustar el tiempo de reaccion de acuerdo con el proceso de reaccion. El proceso de reaccion se puede controlar
mediante métodos como TLC y HPLC. El tiempo de reaccion puede ser de 0.1 a 24 h. Una vez completada la reaccion,
el producto de reaccion se puede desolvatar y purificar para obtener el compuesto de Férmula |. Los expertos en la
técnica pueden elegir un método adecuado para la purificacién. Por ejemplo, se puede utilizar un disolvente adecuado
para enjuagar el producto. Ademas, por ejemplo, el disolvente que se puede utilizar puede ser agua, acetato de etilo
(EA), metanol, etc. o una combinacién de varios de ellos. El compuesto de Formula | puede formar ademas sales
farmacéuticamente aceptables del mismo con un acido adecuado.

Ademas, el método de preparacion del compuesto de Férmula VI puede incluir la siguiente etapa: el compuesto de
Férmula V se somete a una reaccion de reduccién en una solucién de electrolito para producir el compuesto de
Férmula VI. La ecuacion de reaccién es la siguiente:

En la reaccion de preparacion del compuesto de Férmula VI a partir del compuesto de Férmula V, el agente reductor
usado en la reaccion de reduccidén normalmente puede ser, por ejemplo, uno de Zn en polvo, Fe en polvo, etc. 0 una
combinacion de varios de ellos. La cantidad de agente reductor utilizada normalmente es igual o mayor que la del
compuesto de Férmula V. Por ejemplo, la relacién molar del agente reductor al compuesto de Férmula V puede ser 1-
50:1.

Los expertos en la técnica pueden seleccionar una solucion electrolitica adecuada para reducir el compuesto de
Férmula V al compuesto de Férmula VI. Por ejemplo, el electrolito puede ser cloruro de amonio, etc. o0 una combinacion
de varios de ellos, y la concentracién del electrolito en la solucion puede ser de 1/10 a 1/2 de su concentracion de
saturacion. Ademas, por ejemplo, el disolvente para formar la solucidn electrolitica puede ser agua, tetrahidrofurano,
metanol, etc. 0 una combinacidn de varios de ellos. Ademas, por ejemplo, la concentracion del compuesto de Foérmula
V en la solucién de electrolito puede ser de 1-20 mmol/L. En una realizacién especifica de la presente divulgacion, el
disolvente para formar la solucién de electrolito es una mezcla de agua, tetrahidrofurano y metanol, en la que la relacion
en volumen de agua, tetrahidrofurano y metanol es 1:0.5-3:0.5-3.

En la reaccién de preparacién del compuesto de Férmula VI a partir del compuesto de Formula V, la temperatura de
reaccién de la reaccion de reduccidn puede ser desde temperatura ambiente hasta la temperatura de reflujo del
disolvente; por ejemplo, la reaccién se puede llevar a cabo a aproximadamente 50°C. La reaccion normalmente se
puede llevar a cabo bajo condiciones de proteccidon de gas. El gas utilizado para crear la condicion de gas de proteccion
puede ser nitrégeno, gas inerte, etc., y mas especificamente el gas inerte puede ser helio, nedn, argén, criptén, xendn,
etc. Los expertos en la técnica pueden ajustar el tiempo de reaccion de acuerdo con el proceso de reaccion. El proceso
de reaccion se puede controlar mediante métodos como TLC y HPLC. El tiempo de reaccién puede ser de 0.5-24 h.
Una vez completada la reaccidn, se puede eliminar al menos parte del disolvente organico en el producto de reaccion,
se ajusta el pH a alcalino y se realiza la extraccién con disolvente organico y la desolvatacién de la fase organica para
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obtener el compuesto de Formula VI. El disolvente organico usado durante la extraccién puede ser, por ejemplo,
acetato de etilo.

Ademas, el método de preparacion del compuesto de Férmula V puede incluir la siguiente etapa: un compuesto de
Férmula [l y un compuesto de Formula IV tienen una reaccion de condensacién para producir el compuesto de
Férmula V. La ecuacion de reaccién es la siguiente:

En la reaccion de preparacion del compuesto de Férmula V a partir del compuesto de Férmula lll, la reaccidon
normalmente se lleva a cabo en presencia de un catalizador. Los expertos en la técnica pueden seleccionar un tipo y
cantidad adecuados de catalizador para la reaccién de condensacién del compuesto de Férmula Il 'y el compuesto de
Férmula IV. Por ejemplo, el catalizador puede ser pirrolidina o similar y, por ejemplo, la relacién molar del catalizador
con respecto al compuesto de Férmula Il puede ser 1-1.5:1.

En la reaccion de preparacion del compuesto de Férmula V a partir del compuesto de Férmula lll, la cantidad del
compuesto de Férmula IV utilizada normalmente es igual 0 mayor que la del compuesto de Férmula lll. Por ejemplo,
la relacion molar del compuesto de Férmula lll con respecto al compuesto de Formula |V puede ser 1:1-1.5.

En la reaccion de preparacién del compuesto de Formula V a partir del compuesto de Férmula lll, la reaccién se puede
llevar a cabo en un disolvente, y el disolvente normalmente puede ser un disolvente prético polar. Los expertos en la
técnica pueden seleccionar un tipo y cantidad adecuados de disolvente de acuerdo con las materias primas en la
reaccion, de modo que las materias primas tengan buena solubilidad en el disolvente. Por ejemplo, el disolvente puede
ser etanol (EtOH) o similar.

En la reaccién de preparacién del compuesto de Formula V a partir del compuesto de Férmula Ill, la temperatura de
reaccion de la reaccion de reduccién puede ser desde temperatura ambiente hasta la temperatura de reflujo del
disolvente; por ejemplo, la reaccion se puede llevar a cabo a aproximadamente 50°C. La reaccién normalmente se
puede llevar a cabo bajo condiciones de proteccién de gas. El gas utilizado para crear la condicidn de gas de proteccion
puede ser nitrégeno, gas inerte, etc., y mas especificamente el gas inerte puede ser helio, nedn, argén, criptén, xendn,
etc. Los expertos en la técnica pueden ajustar el tiempo de reaccion. de acuerdo con el proceso de reaccién. El proceso
de reaccion se puede controlar mediante métodos como TLC y HPLC. El tiempo de reaccion puede ser de 0.5-24 h.
Una vez completada la reaccion, el producto de la reaccion puede pasar por una separacion solido-liquido y la
sustancia de la fase sélida es el compuesto de Férmula V.

Ademas, el método de preparacion del compuesto de Formula lll puede incluir la siguiente etapa: nitrar un compuesto
de Formula Il en presencia de un agente nitrante y un agente deshidratante para producir el compuesto de Férmula
lll. La ecuacién de reaccion es la siguiente:

En la reaccién de preparacién del compuesto de Férmula Il a partir del compuesto de Formula Il, los expertos en la
técnica pueden seleccionar un tipo y cantidad adecuados del agente nitrante y/o agente deshidratante para llevar a
cabo la reaccién de nitracién. Por ejemplo, el agente nitrante puede ser acido nitrico, nitrato, etc., y el nitrato puede
ser, por ejemplo, nitrato de potasio, etc. La cantidad del agente nitrante usado generalmente puede ser igual 0 mayor
que la del compuesto de Férmula Il. Por ejemplo, la relacion molar del agente nitrante con respecto al compuesto de
Férmula Il puede ser 1-1.5:1; y el agente deshidratante puede ser acido sulfurico concentrado y similares.

En la reaccidon de preparacion del compuesto de Férmula Il a partir del compuesto de Férmula Il, la temperatura de
reaccién suele ser inferior a la temperatura ambiente; por ejemplo, la reaccién se puede llevar a cabo a
aproximadamente -10°C. La reaccion normalmente se puede llevar a cabo bajo condiciones de proteccion de gas. El
gas utilizado para crear la condicion de gas de proteccion puede ser nitrégeno, gas inerte, etc., y mas especificamente
el gas inerte puede ser helio, neén, argon, cripton, xenon, etc. Los expertos en la técnica pueden ajustar el tiempo de
reaccion de acuerdo con el proceso de reaccién. El proceso de reaccion se puede controlar mediante métodos como
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TLC y HPLC. El tiempo de reaccién puede ser de 0.5-24 h. Una vez completada la reaccién, el producto de reaccién
se puede diluir con agua y pasar por extraccion con disolvente organico y desolvatacién en fase orgénica (después de
la desolvatacion, el producto de reaccion se puede enjuagar adicionalmente con un disolvente organico) para obtener
el compuesto de Férmula Ill. El disolvente orgéanico usado para la extraccién y/o el enjuague puede ser, por ejemplo,
acetato de etilo, etc.

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona el uso del compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables
en la preparacién de inhibidores del receptor de tirosina quinasa. El compuesto o sus sales farmacéuticamente
aceptables es especificamente un inhibidor del receptor de tirosina quinasa multidiana, y mas especificamente puede
ser un inhibidor de FLT3 o sus mutantes (tirosina quinasa tipo Fms, tirosina quinasa 3 tipo FMS, por ejemplo, FLT3,
FLT3 -ITD, FLT3 D835Y, etc.), siendo la FLT3 o sus mutantes miembros de la familia del receptor de tirosina quinasa
tipo IIl. El inhibidor puede ser un inhibidor selectivo, y la inhibicién selectiva puede significar que, en comparacién con
KDR (receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular humano, VEGFR2), el compuesto o sus sales
farmacéuticamente aceptables tienen un mejor efecto inhibidor sobre FLT3 o sus mutantes. Por ejemplo, en
comparacién con KDR, el compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables tienen una concentracién ICso que
puede no ser superior al 10 % para FLT3 o sus mutantes.

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona el uso del compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables
en la preparaciéon de un medicamento para tratar tumores. El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables
pueden inhibir el crecimiento de células tumorales y, por lo tanto, pueden usarse para preparar farmacos para el
tratamiento de tumores, y el tumor puede ser mas especificamente leucemia mielocitica aguda (AML) y similares.

Otro aspecto de la presente divulgacién proporciona una composicién farmacéutica, que incluye el compuesto o sus
sales farmacéuticamente aceptables, y mas especificamente puede incluir una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables. La composicién farmacéutica también puede incluir vehiculos,
aditivos, adyuvantes o excipientes farmacéuticamente aceptables y similares.

De acuerdo con la presente divulgacidn, "cantidad terapéuticamente eficaz" generalmente se refiere a una cantidad
que puede lograr un efecto terapéutico después de un periodo de administraciéon adecuado. En términos generales,
la reduccidén de uno o mas sintomas o indicadores clinicos significa que el tratamiento es eficaz. Un efecto satisfactorio
significa que el tratamiento puede reducir médicamente uno o mas sintomas del tumor o eliminar completamente el
tumor, o bloquear o retrasar la aparicion del tumor y/o reducir el riesgo de desarrollo o deterioro del tumor.

El derivado de indolinona sustituido con pirrol o sus sales farmacéuticamente aceptables preparado de acuerdo con
la presente divulgacién no sélo es simple de sintetizar, facil de preparar y rico en materias primas sintéticas, sino que
también tiene un efecto inhibidor sobre una variedad de tirosina quinasas, especialmente tiene una mayor actividad
inhibidora selectiva contra FLT3 y sus mutantes en comparaciéon con KDR (VEGFR?2), y puede evitar los efectos
secundarios tdxicos causados por la inhibicion de KDR, por ejemplo, los efectos secundarios téxicos relacionados con
la inhibicion de la angiogénesis extensa,que puede aumentar la dosis tolerada. Ademas, experimentos relacionados
muestran ademés que este tipo de compuesto puede inhibir selectivamente el crecimiento tumoral, lo que indica que
este tipo de compuesto puede usarse para tratar una variedad de enfermedades tumorales, tales como la AML.
Ademés, el derivado de indolinona sustituido con pirrol o sus sales farmacéuticamente aceptables proporcionado de
acuerdo con la presente divulgacién tiene efectos secundarios téxicos muy bajos, de modo que tal tipo de compuesto
tiene una mejor perspectiva de aplicacién.

A continuacién, se describen los modos de implementacién de la presente divulgacién con referencia a ejemplos
especificos. Los expertos en la técnica pueden comprender facilmente otras ventajas y efectos de la presente
divulgacién a partir del contenido divulgado en el presente documento.

Cabe sefialar que los aparatos o dispositivos de proceso no explicados especificamente en los siguientes ejemplos
son todos aparatos o dispositivos convencionales en la técnica.

Ademés, debe entenderse que una o mas etapas en los métodos mencionados en la presente divulgacidén no excluyen
otras etapas que pueden existir antes o después de las etapas combinadas u otras etapas que pueden interponerse
entre estas etapas expresamente establecidas, a menos que se especifique lo contrario. Ademas, a menos que se
especifique lo contrario, la numeracién de las etapas respectivas solo sirve como una herramienta conveniente para
identificar cada etapa, no para limitar la secuencia de las etapas ni limitar el alcance de implementacién de la presente
divulgacién. El cambio o ajuste de la relacion relativa entre las etapas, sin un cambio sustancial en el contenido técnico,
debe considerarse dentro del alcance de implementacién de la presente divulgacion. Todos los disolventes de los
ejemplos se redestilaron antes de su uso, y todos los disolventes anhidros utilizados se obtuvieron del tratamiento de
secado de acuerdo con métodos estandar.

En cada ejemplo, se midi6 RMN de'Hcon un equipo Varian Mercury AMX300, 400, 500, y se midié MS con un equipo
VG ZAB-HS 0 VG-7070 y Esquire 3000 plus-01005.
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A menos que se especifique lo contrario, todas las reacciones se llevaron a cabo bajo la proteccion de argén y seguidas
de TLC, y pasaron por un proceso de enjuague con salmuera saturada y secado con sulfato de magnesio anhidro
durante el postratamiento. A menos que se especifique lo contrario, la purificacion del producto utilizé cromatografia
en columna de gel de silice, y el gel de silice utilizado fue de malla 200-300. GF2s4 es producido por Qingdao Ocean
Chemical Plant o Yantai Yuanbo Silica Gel Company.

Ejemplo 1
Preparacién del compuesto de Férmula 1:

Preparacion del compuesto de Férmula lll:

b3} b

Se pusieron 60 mL de acido sulfdrico concentrado en un matraz de fondo redondo con un volumen de 250 mL y se
afladio lentamente una materia prima de 3,5-dimetil-2-pirrolcarbaldehido (compuesto de Férmula ll, 5 g, 40 mmol). El
sistema se mantuvo por debajo de -10°C durante el proceso de adicién. Después del proceso de adicion, se afiadio
lentamente nitrato de potasio (4. 35 g, 42 mmol) en lotes a esta temperatura, y este proceso de adicién se completd
en aproximadamente 2 horas. En este proceso, la temperatura se mantuvo a -10°C y se agitdé a esta temperatura
durante aproximadamente 2 horas después del proceso de adicién. Después de que la TLC detectd que la reaccion
se habia completado, la solucion se afiadid a 1 L de agua con hielo y se extrajo dos veces con 1 L de acetato de etilo,
y la capa orgéanica se enjuagd con salmuera saturada, se seco6 con sulfato de sodio anhidro y se filtro, y el disolvente
organico se evaporo hasta sequedad a presion reducida para obtener 7 g de producto bruto, que se afiadié a 10-20
mL de acetato de etilo, se agité vigorosamente y se filtré para obtener 5 g del compuesto objetivo Il puro. RMN de 'H
(400 MHz, cloroformo-d) d: 10.22 (br s, 1H), 9.68 (s, 1H), 2.71 (s, 3H), 2.66 (s, 3H).

Preparacion del compuesto de Férmula V:

Se afladieron el compuesto Il (1.68 g, 10 mmol) y el compuesto IV (1.8 g, 12 mmol) a 50 mL de alcohol etilico absoluto
y se afiadié tetrahidropirrol (850 mg, 12 mmol) a temperatura ambiente. Después de la adicién, el color del sistema se
volvié amarillo, la temperatura se elevé a 50°C y la reaccidon continud durante 2 horas a esta temperatura. Después
de completarse la reaccién, el sistema se filtré directamente y la torta de filtracién se enjuagdé con una pequefia
cantidad de etanol y acetato de etilo para obtener 2.7 g del compuesto objetivo V puro. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-
d6) :11.14 (s, 1H), 7.88 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.05-6.97 (m, 1H), 6.88 (dd, J = 8.5, 4.5 Hz, 1H ), 2.64
(s, 3H), 2.58 (s, 3H).

Preparacién del compuesto de Férmula VI:

Se puso el compuesto V (900 mg, 3 mmol) en una botella de dos bocas con un volumen de 500 mL, y luego se
afiadieron 200 mL de tetrahidrofurano, 100 mL de metanol, 60 mL de agua y 60 mL de solucién saturada de cloruro
de amonio, respectivamente. Después de la adicidn, la temperatura se elevd a 50°C, luego se afiadio polvo de zinc
(1.8 g, 30 mmol) mientras se agitaba y luego la reaccidn continué durante 2 horas en esta condicidn, durante las cuales
el sistema se volvio transparente y luego nuevamente turbio. Después de que el sistema se volvid turbio, la LC-MS
detecté la finalizacion de la reaccién. Una vez completada la reaccidn, la solucién se evapord hasta sequedad y se
afiadié solucién saturada de carbonato de sodio para ajustar el sistema a alcalinidad y se extrajo dos veces con 2 litros
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de acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se lavé con salmuera saturada, se secé con sulfato de sodio anhidroy
se filtrd, y el disolvente organico se evaporé hasta sequedad bajo presién reducida para obtener el compuesto objetivo
VI (800 mg). RMN de'H (400 MHz, DMSO-ds) & 13.55 (s, 1H), 10.62 (s, 1H), 7.63 - 7.55 (m, 1H), 7.47 (s, 1H), 6.82 -
6.79 (m, 1H), 6.79 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.01 (s, 2H), 2.25 (s, 3H), 2.15 (s, 3H). Preparacion del compuesto de Férmula
1-A:

i S T4

Se disolvid el compuesto VI (100 mg, 0.37 mmol) en tetrahidrofurano (5 mL), se afiadié DIPEA (0.1 mL, 0.55 mmol) a
temperatura ambiente y después se afiadié cloroformiato de p-nitrofenilo (110 mg, 0.55 mmol). Después de la adicién,
la reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos y la TLC detecté la
finalizacidén de la reaccidn. Una vez completada la reaccion, se afiadio al sistema N-BOC-piperazina (275 mg, 1.48
mmol) y se agité durante 30 minutos. La LC-MS detectd la finalizacién de la reaccion. Una vez completada la reaccion,
el disolvente se evaporo hasta sequedad, se batidé con EA, sefiltré y se enjuagé con metanol para obtener el producto
puro. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 3: 13.55 (s, 1H), 10.78 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.2 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.40
(s, 1H), 6.87 (ddd, J =9.5,9.1, 22 Hz, 1H), 6.82 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1H), 3.37-3.20 (m, 4H), 2.20 (s, 3H), 2.17 (s, 3H),
1.82-1.88 (m, 4H).

Preparacion del compuesto de Férmula 1:

A

Se disolvid el compuesto de Férmula 1-A (100 mg, 0.21 mmol) en 3 mL de etanol, después se afiadieron 3 mL de
solucién de acido clorhidrico en etanol y se agité durante 30 minutos. La LC-MS detectd la finalizacién de la reaccién
y la mezcla se seco directamente por centrifugacion para obtener el compuesto puro de Férmula 1. RMN de 'H (400
MHz, DMSO-dg) 8:13.57 (s, 1H), 10.81 (s, 1H), 9.35 (s, 2H), 8.07 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H),
6.88 (ddd, J =9.5,9.0,2.5Hz, 1H),6.83 (dd, J=8.4, 4.7 Hz, 1H), 3.68 (t, J = 5.2 Hz, 4H), 3.11 (t, J = 5.2 Hz, 4H), 2.20
(s, 3H), 2.17 (s, 3H).

Ejemplo 2

Preparacién del compuesto de Férmula 2:

El método de preparacion se referia a la sintesis del compuesto de Férmula 1, en el que la N-BOC-piperazina se
sustituyé con N-metilpiperazina para obtener el compuesto diana de Férmula 2. RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds ) &:
13.56 (s, 1H), 10.78 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.3 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H), 6.88 (ddd, J =9.5, 9.1, 2.3 Hz,
1H), 6.83 (dd, J = 8.3, 4.7 Hz, 1H), 3.45-3.39 (m, 4H), 2.33-2.28 (m, 4H), 2.20 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.16 (s, 3H).
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Ejemplo 3

Preparacién del compuesto de Férmula 3: .

El método de preparacion se referia a la sintesis del compuesto de Formula 1, en el que la N-BOC-piperazina se
sustituyé con N-etilpiperazina para obtener el compuesto diana de Férmula 3. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &:
13.56 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.4 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 6.88 (ddd, J = 9.5, 9.0, 2.5 Hz,
1H), 6.82 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1H), 3.46-3.38 (m, 4H), 2.40-2.30 (m, 6H), 2.18 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 1.02 (t, J = 7.2 Hz,
3H).

Ejemplo 4

Preparacién del compuesto de Férmula 4:

El método de preparacion se referia a la sintesis del compuesto de Férmula 1, en el que la N-BOC-piperazina se
sustituyé con 4-BOC-aminopiperidina para obtener el compuesto objetivo de Formula 4-A, y luego BOC se elimino
mediante una solucién de acido clorhidricoen etanol para obtener el compuesto de Formula 4. RMN de "H (400 MHz,
DMSO-ds) 6:13.56 (s, 1H), 10.81 (s, 1H), 8.16 (br s, 3H), 7.88 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.3 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H), 6.88
(ddd, J=9.5,9.0, 2.3 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 8.4, 4.8 Hz, 1H), 4.15-4.06 (m, 2H), 3.28-3.16 (m, 1H), 2.90-2.80 (m, 2H),
2.19 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.95-1.86 (m, 2H), 1.53-1.40 (m, 2H).

Ejemplo 5

Preparacién del compuesto de Férmula 5:

RN &

El método de preparacion se referia a la sintesis del compuesto de Férmula 1, en el que la N-BOC-piperazina se
sustituyé con 4-N-BOC-4-N-metilaminopiperidina para obtener el compuesto diana de Férmula 5-A, y luego se elimino
BOC mediante una solucion de acido clorhidrico en etanol para obtener el compuesto de Formula 5. RMN de 'H (400
MHz, DMSO-ds) &: 13.57 (s, 1H), 10.80 (s, 1H), 8.87 (br s, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.4 Hz, 1H), 7.65 (s,
1H), 6.88 (ddd, J=9.5, 9.0, 2.4 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 8.4, 4.8 Hz, 1H), 4.20-4.10 (m, 2H), 3.22-3.11 (m, 1H), 2.86-2.77
(m, 2H), 2.56 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.05-1.97 (m, 2H), 1.53-1.39 (m, 2H).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2971070 T3
Ejemplo 6

Preparacién del compuesto de Férmula 6:

$-& &

El método de preparacion se referia a la sintesis del compuesto de Férmula 1, en el que se sustituyé N-BOC-piperazina
con 1-BOC-4-aminopiperidina para obtener el compuesto diana de Férmula 6-A, y luego se elimind BOC mediante
solucion de acido clorhidrico en etanol para obtener el compuesto de Férmula 6. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds)
8:13.56 (s, 1H), 10.80 (s, 1H), 8.78 (br s,1H), 8.69 (brs, 1H), 7,68(dd, J= 9.5, 2.4 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.43 (s, 1H),
6.88 (ddd, J=9.5,9.0,2.4Hz, 1H), 6.83 (dd, J= 8.4, 4.7 Hz, 1H), 6.49 (brs, 1H), 3.78-3.65 (m, 1H), 3.28-3.18 (m, 2H),
3.02-2.90 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.00-1.84 (m, 2H), 1.69-1.51 (m, 2H).

Ejemplo 7

Preparacién del compuesto de Férmula 7:

El método de preparacion se referia a la sintesis del compuesto de Férmula 1, en el que la N-BOC-piperazina se
sustituyo con 1-amino-4-metilpiperazina para obtener el compuesto diana de Férmula 7. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-
de) &: 13.55 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 9.5, 2.4 Hz, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 6.87 (ddd, J = 9.4, 9.0, 2.5
Hz, 1H), 6.82 (dd, J =8.4, 4.7 Hz, 1H), 5.96 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 3.45-.3.36 (m, 1H), 2.65 (d, J = 11.4 Hz, 2H), 2.19 (s,
3H), 2.16 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 1.94 (t, J = 10.6 Hz, 2H), 1.76-1.69 (m, 2H), 1.45-1.32 (m, 2H).

Ejemplo 8

Preparacién del compuesto de Férmula 8:

El método de preparacién se referia a la sintesis del compuesto de Férmula 1, en el que se sustituyd N-BOC-piperazina
con 1-BOC-4-metilaminopiperidina para obtener el compuesto diana de Férmula 8-A, y luego se elimind BOC mediante
solucién de acido clorhidrico en etanol para obtener el compuesto de Férmula 8. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-db)
8:13.56 (s, 1H), 10.80 (s, 1H), 8.83 (br s,2H), 7.70~ 7.63 (m, 3H), 6.88 (td, J=9.5, 9.0, 2.4 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 8.4,
4.8 Hz, 1H), 4.37-4.22 (m, 1H), 3.32-3.28 (m, 2H), 3.02-2.90 (t, J = 12.6 Hz, 2H), 2.82 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.16 (s,
3H), 2.04-1.88 (m, 2H), 1.76 -1.66 (m, 2H).

Ejemplo 9

Preparacion de clorhidrato del compuesto de Férmula 2:

Se diluyeron diez veces 0.5 mL de solucién saturada de cloruro de hidrogeno en etanol con etanol absoluto, se afiadio
el compuesto de Formula 2 (397 mg, 1 mmol) y se agité durante 5~10 minutos, y la solucion de reaccion se concentro
a presién reducida y se enjuagd con una pequefia cantidad de metanol para obtener clorhidrato del compuesto de

Formula 2.

Los clorhidratos de todos los demas compuestos se pueden preparar haciendo reaccionar los compuestos
correspondientes con una solucion diluida de acido clorhidrico en etanol mediante este método.
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Ejemplo 10
Determinacién de la actividad bioquimica in vitro de la tirosina quinasa

La actividad inhibidora in vitro de los compuestos sobre la tirosina quinasa se midié mediante el método HTRF
(fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo).

Los compuestos se diluyeron en serie con DMSO en una placa de 96 pocillos en 8 soluciones de diferentes
concentraciones con 100 veces la concentracién final. Luego, se diluyé en una placa de 96 pocillos una solucién
tampén, que se preparé afiadiendo MgCla 5 mM y DTT 1 mM al tampdn enzimatico 1 vez proporcionado por el kit, en
una solucién con 5 veces la concentracion final.

Los compuestos diluidos se afiadieron a una placa de 384 pocillos, respectivamente, y se proporcionaron pocillos
dobles para cada concentracién. Luego se agregaron 0.25 ng de quinasa por pocillo. Al mismo tiempo, se
proporcionaron pocillos negativos y positivos, y se tomé como control el pocillo al que se afiadié DMSO al 5 % del
mismo volumen. La concentracién final de DMSO fue del 1% y el pocillo negativo no contenia quinasa. La incubacion
previa se realizé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié un sustrato con una concentracién final de 1
MMy ATP con una concentracién final de 120 uM y se incub6 a temperatura ambiente durante 90 minutos. Luego, se
agregaron un aceptor fluorescente (estreptavidina marcada con XL665) con una concentracién final de 0.0625 uM y
un donante fluorescente 1 vez (anticuerpo TK marcado con criptato de europio) con una concentracion final de 0.0625
MM, y se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos. Las placas se leyeron mediante un lector de
microplacas en las condiciones de Aex=330 nm, Aem=620 nm y Aem=665 nm. Se calculé una relacién entre la lectura
a 665 nmy la lectura a 620 nm, y la tasa de inhibicién se calculé de acuerdo con esta relacién.

Los resultados mostraron que todos los compuestos de los ejemplos mencionados anteriormente (compuestos de
Férmulas 1-8) tenian una actividad inhibidora significativa contra FLT3, con |ICs0<20 nM. Aunque tenian cierta actividad
inhibidora contra KDR (VEGFR2), la actividad inhibidora fue relativamente débil (IC50>200 nM), mostrando actividad
inhibidora selectiva de FLT3. El compuesto de Férmula 5 exhibi6é una fuerte actividad inhibidora contra FLT3, FLT3-
ITD, FLT3 D835Y, y cierta actividad inhibidora contra PDGFR, c-Kit, RET, KDR, AXL, etc., con ICs0>100 nM, lo que
indica que era un inhibidor selectivo de FLT3.

Tabla 1. Actividad inhibidora de los compuestos de Férmula 5 contra diversas tirosina quinasas

tirosina quinasas ICs0 (NM)
FLT3 8.8
FLT3-ITD <15
FLT3 D835Y 17.3
PDGFRB 189.7
KDR 891.3
c-Kit 286.4
ALK 4987.8
RET 109.9
FGFR1 2338.8
AXL 284.5

Ejemplo 11

La célula de leucemia aguda humana MV-4-11 es una cepa de células mutantes Fit-3. Se utilizé el método de MTS
para determinar la actividad antiproliferativa in vitro del compuesto contra MV-4-11 (derivado de ATCC): tripsinizar las
células en la fase de crecimiento logaritmico, contarlas, resuspender un nimero apropiado de células en la solucién
de cultivo, afladiendo la solucidén de cultivo a la placa de 96 pocillos a razén de 150 pL por pocillo y cultivdndolas
durante la noche. Después de eso, se afiadieron a cada pocillo 50 pyL de compuesto de prueba diluido en serie 4 veces
o solucién de cultivo de control y se cultivaron durante 72 horas. Se drené la solucidén de cultivo y se afiadieron a cada
pocillo 120 uL de solucidén de deteccién de MTS (100 uL de medio de cultivo fresco y 20 pyL de solucién de MTS), se
incub6 a 37 °C y se leyé el valor de OD490. Se utilizd el software GraphPad PrismS para analizar y procesar los datos
para obtener ICso.

Los resultados mostraron que todos los compuestos 1-8 en los ejemplos anteriores exhibieron actividad

antiproliferativa significativa contra MV-4-11, y algunos compuestos tenian la misma o mayor actividad que Sunitinib
(véasela Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto inhibidor de los compuestos de Férmulas 1-8 sobre la proliferacion in vitro de la cepa celular MV-4-11
humana

ICs0 (M)
59.3
1781
138.0
62.2
66.0
103.0
82.2

8 82.3

Sunitinib 743

Compuestos

~N|O|O A (WIN[—=

Ejemplo 12
Efecto inhibidor sobre el tumor MV-4-11 trasplantado por via subcuténea en ratones desnudos in vivo

Se cultivaron y expandieron in vitro células MV-4-11 (cepa de células de leucemia mieloide bifenotipica aguda humana
mutante FLT3-ITD, ATCC), y las células en la fase de crecimiento logaritmico se recogieron y se resuspendieron en
una solucién de cultivo EMEM sin suero, y la suspensidn celular se inyecté por via subcutanea con una jeringa en la
axila de la extremidad delantera derecha de ratones desnudos Balb/c macho. Se observé periédicamente el
crecimiento de los animales y del tumor trasplantado; cuando el volumen del tumor crecié hasta aproximadamente
100-300 mm?®, los animales con un tamafo de tumor moderado se dividieron aleatoriamente en diferentes grupos,
consistiendo cada grupo en 6 animales, y se les administré disolvente como blanco (CMC al 0.5%) o el compuesto de
Férmula 5 en los ejemplos anteriores (el compuesto era clorhidrato, con dosis de 2.5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 80
mg/kg, 160 mg/kg), el compuesto de Férmula 1 en los ejemplos anteriores (clorhidrato, con dosis de 5 mg/kg, 160
mg/kg) o Sunitinib (con dosis de 10 mg/kg, 80 mg/kg), respectivamente, administracién intragastrica, una vez al dia, y
un ciclo de administracién sucesivo de 3 semanas; y durante el periodo de administracién, se monitorizé el diametro
del tumor y el peso del animal, y se observé el estado de vida del animal; y el experimento se terminé después de 3
semanas de administracién, y los animales fueron sacrificados con CO2 y diseccionados.

La formula para calcular el volumen del tumor (TV) es TV = 1/2 x a x b?, donde a representa el diametro largo del tumor
y b representa el didmetro corto del tumor.

Los resultados mostraron que después de la administracién intragastrica durante 21 dias (el dia 36 después de la
inoculacién), el tumor en el grupo de control con disolvente aumentd hasta casi 6.6 veces el volumen inicial, y el
compuesto de Férmula 5 mostré un efecto antitumoral significativo. Con una dosis de 2.5 mg/kg, el compuesto de
Férmula 5 mostrd una inhibicién notable sobre el crecimiento del tumor trasplantado, y con una dosis de no menos de
5 mg/kg el tumor trasplantado disminuyé. El efecto antitumoral a una dosis de 10 mg/kg fue obviamente més fuerte
que el de Sunitinib a la misma dosis, y fue equivalente al de Sunitinib a una dosis de 80 mg/kg. Ademas, incluso a una
dosis de 160 mg/kg, el compuesto de Férmula 5 no mostré toxicidad evidente para los animales (no se detectdé nada
anormal en los sintomas clinicos y la anatomia generales, y el peso del animal sélo disminuy6 ligeramente). Ambas
dosis del compuesto de Férmula 1 hicieron que los tumores trasplantados de los ratones desnudos desaparecieran
casi por completo y no hubo ningiin cambio evidente en el peso de los animales. Sin embargo, con Sunitinib a una
dosis de 80 mg/kg, el peso del animal disminuy6 significativamente y la toxicidad fue evidente, cercana a la dosis
méxima tolerada.

Tabla 3. Efecto inhibidor del clorhidrato del compuesto de Férmula 5 sobre el tumor trasplantado MV-4-11 en ratones
desnudos
N (inicio/final)

Volumen promedio del tumor (mm?®)
dis d36

Dosis (mg/kg)

Control del disolvente - 6/6 167.59 +13.50 1118.58+76.62
Sunitinib 10 6/6 167.64+ 12.88 178.93+13.89*
80 6/6 167.62+13.27 22.17+1.95%
Compuesto de Férmula5 2.5 6/6 167.76+ 11.65 359.18 +49.62**
5 6/6 167.69 £ 11.70 34.7144.32*%
10 6/6 167.75+ 11.59 28.4143.38**
80 6/6 167.79 £ 13.04 19.60+4.21**
160 6/6 167.59 + 11.93 20.74+1.38**
Compuesto de Férmula1 5 6/6 167.89 + 15.27 18.6015.46*
160 6/6 167.70+12.15 21.6048.29**

Datos en la Tabla 3: volumen medio del tumor (mm?) £ DE, n =6
**. P<0.01, comparado con el grupo de control con disolvente

A partir de los resultados experimentales de tumores trasplantados MV-4-11 en ratones desnudos, se puede encontrar
que el compuesto de Férmula 5 (clorhidrato) y el compuesto de Férmula 1 (clorhidrato) de acuerdo con la presente
divulgacién tienen un efecto antitumoral selectivo sobrelas células de AML humana (MV-4-11) con mutaciéon FLT3-ITD
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trasplantadas por via subcutanea en ratones desnudos. En comparacién con Sunitinib, el compuesto de Férmula 5
(clorhidrato) y el compuesto de Férmula 1 (clorhidrato) tienen una dosis efectiva mas pequefia, una toxicidad mas baja,
una ventana terapéutica mas grande y tienen un mejor valor de desarrollo.

En resumen, la presente divulgacion supera eficazmente varias deficiencias de la técnica anterior y tiene un alto valor
industrial.

Se entiende que los ejemplos descritos en el presente documento solo pretenden explicar los principios y efectos de

la presente divulgacién, en lugar de limitar la presente divulgacién. Cualquiera que esté familiarizado con esta
tecnologia puede modificar o cambiar los ejemplos anteriores sin apartarse del alcance de la presente divulgacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables, mostrandose la férmula estructural del compuesto en la
Formula I:

Férmula |
donde,

R1se selecciona de H, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo;

Rose selecciona de heterocicloalquilo sustituido o no sustituido;

o R1y Rz forman grupos como se muestra a continuacién con un dtomo de nitrégeno:
8] &

& IR 3

e

ST ‘{

$
X

(1

R

h o
N

=,

en donde Ra se selecciona de alquilo C1-C3 lineal o ramificado; Rb se selecciona de amino; alquilo C1-C3 lineal o
ramificado, sustituido o no sustituido, y un sustituyente se selecciona de amino.

2. El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que Rose
selecciona de heterocicloalquilo de 5 0 6 miembros monosustituido, polisustituido o no sustituido, y el sustituyente se
selecciona de alquilo C1-C3 lineal o ramificado.

3. El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que Rose
selecciona de 4-piperidinilo y N-metil-4-piperidinilo.

4. El compuesto 0 sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que Rise
selecciona de H, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
Rose selecciona de 4-piperidinilo y N-metil-4-piperidinilo.

5. El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el compuesto
0 sus sales farmacéuticamente aceptables se seleccionan de un compuesto de Férmula 1, un compuesto de Férmula
2, un compuesto de Férmula 3, un compuesto de Férmula 4, un compuesto de Férmula 5, un compuesto de Férmula
6, un compuesto de Formula 7 y un compuesto de Férmula 8, mostrandose las férmulas estructurales de los
compuestos como sigue:
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Férmula 3 Férmula 4

I WO

s,

Férmula 5 Férmula 6

Férmula 7 Férmula 8

6. Un método de preparacion para el compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende la etapa de: un compuesto de Férmula VI que reacciona con
un compuesto de Férmula VIl y un compuesto de Férmula IX en presencia de un alcali, respectivamente, para producir
el compuesto de Férmula |, siendo la ecuacidn de reaccion la siguiente:

¥ Wt Ty

en donde, R y/o R2 en el compuesto de Férmula X tienen la misma definicion que la del compuesto de Formula |.

7. Compuesto o sales farmacéuticamente aceptables del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-5 para uso como inhibidor del receptor de tirosina quinasa.

8. El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que
el inhibidor es un inhibidor del receptor de tirosina quinasa multidiana;

y/o, el receptor de tirosina quinasa es FLT3 0 mutantes del mismo;
y/o el inhibidor es un inhibidor selectivo, en particular un inhibidor selectivo de FLT3 o mutantes del mismo.

9. El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
5 para uso en el tratamiento de tumores, en el que el tumor se selecciona preferiblemente de leucemia mieloide aguda.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.
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