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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOS-
TOS E COMPOSICOES COMO INIBIDORES DE PROTEINA QUINASE".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Campo da Invencao
Este pedido reivindica o beneficio de prioridade do pedido provi-

sério norte-americano n® 60/704.976, depositado em 2 de' agosto de 2005. A

descri¢do completa desse pedido é aqui incorporada por referéncia em sua

inteireza e para todas as finalidades.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Campo da Invencao _
A presente invengao refere-se a uma nova classe de compostos,

composicoes farmacéuticas compreendendo esses compostos e métodos de
uso desses compostos para tratar ou prevenir doengas ou disturbios associ-
ados a atividade de quinase anormal ou desregulada, particularmente doen-
cas ou disturbios que envolvam ativagdo anormal das Abl, Aurora-A, Ber-Abl,
Bmx, CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFR3, FIt3, GSK3p, JNK1a1, Lck, MKK4 e
TrkB quinases.

Antecedentes.
As proteina quinases representam uma grande familia de protei-

nas que desempenham um papel central na regulacdo de uma ampla varie-

- dade de processos celulares e na manutencéo do controle sobre a fungao

celular. Uma lista parcial, ndo limitativa, dessas quinases inclui: tirosina qui-
nases receptoras, como quinase do receptor de fator do crescimento deriva-
do de plaquetas (PDGF-R), o receptor do fator de crescimento nervoso, trkB,

Met e receptor do fator de crescimento de fibroblastos, FGFRS3; tirosina qui-

© npases nao receptoras, COMO Abl e a quinase de fusdo BCR-AbI, Lck, Csk,

Fes, Bmx e c-src; e serina/treonina quinases, como b-RAF, c-RAF, sgk, MAP
quinases (por exemplo, MKK4, MKK6 etc.) e SAPK20, SAPK23 e SAPK3.
Observou-se atividade de quinase aberrante em muitos estados patoldgicos,
incluindo distdrbios proliferativos benignos e malignos, assim como doengas
resultantes de ativacdo inapropriada dos sistemas imune e nervoso.

Os novos compostos desta invengéo inibem a atividade de uma
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ou mais proteina quinases e se espera, consequentemente, que sejam uteis
no tratamento de doengas associadas a quinases.

SUMARIO DA INVENCAQO
Em um aspecto, a presente invencdo apresenta compostos de

Formula l:

em que:

n é selecionadode 0, 1,2 e 3;

m  é selecionadode O e 1;

R, é selecionado de halo, ciano, hidroxi, nitro, C1..6 alquila, Ci-6
alcoxi, Cq.¢ alquila halossubstituida, Ci.¢ alcoxi halossubstituido, -S(O)o-2
Rs, -NRsRs, -C(O)NRsRs, -C(O)NRsRs, -C(O)NRsXORs, -C(O)NRsXNRsRs,
-ORs, -C(O)ORs, -NRsC(O)Rg; em que cada Rs € independentemente sele-
cionado de hidrogénio e Cy.¢ alquila; e Re é selecionado de Ce.10 aril-Co.4 al-
quila, C1.10 heteroariI-C¢-4 alquila, Ca.12 cicloalquil-Co.salquila € Cs.g heteroci-
cloalquil-Co.salquila; ou, quando n é 2, dois radicais Ry adjacentes, juntamen-

‘te com os atomos aos quais estdo ambos ligados, formam fenila, de modo

que o anel A se torna naftila opcionalmente substituida (por exemplo, com-
posto 59 da tabela 1, abaixo); |

R.  é hidrogénio e metila;

Rs é halo;

R, & selecionado de hidrogénio, halogénio e Csalquila; ou Rs
e Rq ’juntémente com os atomos aos quais Rz e R4 estdo ligados formam fe-
nila; e o anel fenila A pode opcionalmente ter até trés grupos =C- substitui-
dos por =N-; e os seus derivados de N-6xido, derivadoé de pro-farmaco, de-
rivados protegidos, isémeros individuais e misturas de isdbmeros; e 0s sais |
farmaceuticamente aceitaveis e solvatos (por 'exemplo, hidratos) desses

compostos.
Em um segundo aspecto, a presente invencao apresenta uma
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composigao farmacéutica que contém um composto de Foérmula | ou seu
derivado de N-oxido, isdmeros individuais e misturas de isémeros; ou seu sal
farmaceuticamente aceitavel, em mistura com um ou mais excipientes ade-
quados. -

Em um terceiro aspecto, a presente invengdo apresenta um me-
todo de tratamento de uma doenga em um animal em queA a inibicao da ativi-
dade de quinase, particularmente atividade Abl, Aurora-A, Ber-Abl, Bmx,
CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFR3, Fit3, GSK3p, JNK1al, Lck, MKK4 elou
TrkB, possa prevenir, inibir ou methorar a patologia e/ou sintomatologia das
doéngas, esse meétodo compr_éendendo a administragdo ao animal de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um cdmposto de Férmula | ou seu
derivado de N-oxido, isdmeros individuais e misturas de isbmeros, ou seu sal
farmaceuticamente aceitavel.

Em um quarto aspecto, a presente invencdo apresenta o uso de
um composto de Foérmula | na fabricagédo de um medicamento para o trata-
mento de uma doenga em um animal em que a atividade de quinase, parti-
cularmente a atividade de Abl, Aurora-A, Ber-Abl, Bmx, CDK1/ciclinB, CHK2,
Fes, FGFRS, Fit3, GSKSB, JNK1a1, Lck, MKK4 e/ou TrkB, contribua para a

patologia e/ou sintomatologia da doenca.
Em um quinto aspecto, a presente invengao apresenta um pro-

- cesso para a preparagéo de compostos de Férmula | e seus derivados de N-

oxido, derivados de pré-farmaco, derivados protegidos, isdmeros individuais
e misturas de isbmeros e seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

Definicoes
"Alquila”, como um grupo ou como um elemento estrutural de

outros grupos, por exemplo, alquila e alcdxi halossubstituido, pode ser de
cadeia linear ou ramificada. C.4 alcoxi inclui, metdxi, etdxi e outros. Alquila
halossubstituida inclui trifluorometila, pentafluoroetila e similares.

"Arila" significa uma montagem de anel aromatico monociclico
ou biciclico fusionado contendo de seis a dez atomos de carbono no anel.

Por exemplo, arila pode ser fenila ou naftila, de preferéncia fenila. "Arileno"
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significa um radical divalente derivado de um grupo arila.

"Heteroarila" é conforme definida para arila acima, quando um
ou mais dos elementos de anel é um heteroatomo. Por exemplo, Cy.10 hete-
roarila, conforme usado neste pedido, inclui piridila, indolila, indazolila, qui-
noxalinila, quinolinila, benzofuranila, benzopiranila, benzotiopiranila, ben-
zo[1,3]dioxol, imidazolila, benzo-imidazolila, pirimidinila, furanila, oxazolila,
isoxazolila, triazolila, tetrazolila, pirazolila, tienila etc.

"Cicloalquila" significa uma montagem de anel monociclico, bici-
clico fusionado ou policiclico em ponte, saturado ou parcialmente insaturado,
contendo o numero de atomos de anel indicado. Por exemplo, Ca.qo cicloal-
quila inclui ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, cicloexila etc..

"Heterocicloalquila" significa cicloalquila, conforme definida neste
pedido, contanfo que um ou mais dos carbonos de anel indicados estejam
substituidos por uma fracdo selecionada de -O-, -N=, -NR-, -C(O)-, -S-, -S(0)-
ou -S(0).-, em que R é hidrogénio, Ci.4 alquila ou um grupo protetor de ni-
trogénio. Por exemplo, Cag heterocicloalquila, conforme usado neste pedido
para descrever compostos da invengéo, inclui morfolino, pirrolidinila, pirroli-
dinil-2-ona, piperazinila, piperidinila, piperidinilona, 1,4-dioxa-8-aza-spirb
[4.5]dec-8-ila etc..

"Halogénio" (ou halo) representa, de preferéncia, cloro ou flaor,

“mas também pode ser bromo ou iodo.

"Painel de quinases" é uma lista de quinases compreendendo
Abl(humana), Abl(T315l), JAK2, JAK3, ALK, JNK1a1, ALK4, KDR, Aurora-A,
Lck, Blk, MAPK1, Bmx, MAPKAP-K2, BRK, MEKI1, CaMKili(rato), Met,
CDK1/ciclinB, p70S6K, CHK2, PAK2, CK1, PDGFRo, CK2, PDK1, c-kit, Pim-
2, c-RAF, PKA(h), CSK, PKBo, cSrc,‘ PKCa, DYRK2, PIk3, EGFR, ROCK-I,
Fes, Ron, FGFR3, Ros, Fit3, SAPK2a, Fms, SGK, Fyn, SIK, GSK3B, Syk,
IGF-1R, Tie-2, IKKB, TrKB, IR, WNK3, IRAK4, ZAP-70, ITK, AMPK(rato),
LIMK1, Rsk2, Axl, LKB1, SAPK2B, BrSK2, Lyn (h), SAPK3, BTK, MAPKAP- .
K3, SAPK4, CaMKIV, MARK1, Snk, CDK2/ciclinA, MINK, SRPK1, CDK3/
ciclinE, MKK4(m), TAK1, CDK5/p25, MKK6(h), TBK1, CDK®6/ciclinD3, MLCK,
TrkA, CDK7/ciclinH/MAT1, MRCKB, TSSK1, CHK1, MSK1, Yes, CKid,
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MST2, ZIPK, c-Kit (D816V), MuSK, DAPK2, NEK2, DDR2, NEKS, DMPK,
PAK4, DRAK1, PAR-1Bo, EphA1, PDGFRB, EphA2, Pim-1, EphAS, PKBB, |
EphB2, PKCBI, EphB4, PKCd, FGFR1, PKCn, FGFR2, PKCB, FGFR4,
PKD2, Fgr, PKG1B, Fit1, PRK2, Hck, PYK2, HIPK2, Ret, IKKa, RIPK2, IRR,
ROCK-II(humana), JNK202, Rse, JNK3, Rsk1(h), PI3 Ky, PI3 K3 e PI3-KB.
Os compostos da invengdo s&o triados contra 0 painel de quinases (do tipo
selvagem e/ou sua mutagdo) e inibem a atividade de pelo menos um dos
ditos elementos do painel. |
"Formas mutantes de BCR-Abl" significa alteragdes de aminoa-
cidos Unicas ou multiplas da sequéncia do tipo selvagem. Mutagdes em
BCR-ABL agem rompendo os pontos de contato criticos entre a proteina e o
inibidor (por exemplo, Gleevec e similares), mais frequentemente por indu-
cao de uma transi¢do do estado inativo para o ativo, isto é, para uma con-
formacao a qual BCR-ABL e Gleévéc sejam incapazes de se ligar. Para ana-
lises de amostras clinicas, o repertério de mutagoes encontradas em associ-
acdo com o fenoétipo resistente foi lenta, mas inexoravelmente, aumentado
com o tempo. As mutagdes parecem se aglomerar em quatro regides princi-
pais. Um grupo de mutagdes (G250E, Q252R, Y253F/H, E255K/V) inclui a-
mino4cidos que formam a alga de ligagdo de fosfato para ATP (também co-
nhecida como alga P). Um segundo grupo (V289A, F311L, T315l, F317L)
pode ser encontrado no'sitio de ligagao a Gleevec e interage diretamente
com o inibidor mediante ligagdes de hidrogénio ou interagbes de Van der
Waals. O terceiro grupo de mutagdes (M351T, E355G) se aglomera em inti-
ma proximidade do domi’nio catalitico. O quatro grupo de mutagoes

(H396R/P) esta localizado na alga de ativagao, cuja conformagéo & o comu-

) tador molecular que controla a ati\/agéo/inativagéo da quinase. Mutacdes
pontuais de BCR-ABL associadas a resisténcia a Gleevec detectadas em
‘pacientes CML e ALL incluem: M224V, L248V, G250E, G250R, Q252R,

Q252H, Y253H, Y253F, Eo55K, E255V, D276G, T277A, V289A, F311L,
T315l, T315N, F317L, M343T, M315T, E355G, F359V, F359A, V379I,
F382L, L387M, L387F, H396P, H396R, A397P, S417Y, E459K e F4863 (as
posicdes de aminodcidos, indicadas pelo codigo de letra unica, séo aquelas
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para a sequéncia de GenBank, numero de acesso AAB60394 e correspon-
dem a ABL tipo 1a; Martinelli et al., Haematologica/The Hematology Journal,
abril de 2005; 90-4). A menos que indicado de outra forma nesta invencgéo,
Bcr-Abl se refere as formas de tipo selavagem e mutantes da enzima.
"Tratar’, "tratando" e "tratamento" se referem a um método de
alivio ou moderagdo de uma doenga e/ou seus sintomas concomitantes. -

Descricdo das Modalidades Preferidas
A proteina de fusdo BCR-Abl é um resultado de uma transloca-

céo reciproca que funde o proto-oncogene Abl ao gene Ber. BCR-ADI €, en-
tdo, capaz de transformar células B mediante aumento da atividade mitogé-
nica. Esse aumento resulta em uma redugdo da sensibilidade a apoptose,
assim como na alteragdo da ades&o e direcionamento de células progenito-
ras CML. A presente‘ invencado apresenta compostos, composigdes e méto-
dos para o tratamento de doengas relacionadas a quinases, particularmente
doencas relacionadas as quinases Abl, Aurora-A, Ber-Abl, Bmx, CDK1/ ci-
clinB, CHK2, Fes, FGFR3, Fit3, GSK3p, JNK1al, Lck, MKK4 and TrkB. Por

exemplo, leucemia e outros distlrbios de proliferagdo relacionados a BCR-

Abl podem ser tratados mediante inibicdo das formas de tipo selvagem e

mutantes de Bcr-Abl.
Em uma modalidade, com referéncia a compostos de formula |,

o anel A é selecionado de fenila, piridinila e naftila (em que 2 radicais de Ry

‘se combinam para formar um anel fenila fucionado ao anel A, criando, dessa

forma, naftila); m é zero; Rs € halo, e R4 € hidrogénio.

Em outra modalidade, Ry é selecionado de metila, hidroxi,
metdxi, cloro, flior, bromo, carbdxi, amino, ciano, nitro, metil-sulfanila,
trifluorometoxi, triftuorometila, metil-cérbonila, etdxi-carbonila, .-C(O)NHRG,
-C(O)NH(CH,)20CHj3, -C(O)NHCH(CH3)CH,OCHs, -C(O)N(CHg)(CH2)20CHs,
-C(O)NH(CH2)20H,  -C(O)NH(CH2)2N(CHa)z, -C(O)NH(CHz)2N(C2Hs)z,
-C(O)NHCHa, -NHC(O)Rg, -NHC(O)CH3 and -ORg; em que Rg € selecionado -
de fenila, morfolino-._etila, piridinila e pirrolidinil-etila.
| Compostos preferidos da invengéo sao selecionados de: (5-bro-

mo-tiazol-2-il)-p-tolil-amina; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-fenol; (5-bromo-tia-
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zol-2-il)-(4-metdxi-fenil)-amina; acido 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzoico;
4-(5-bromo-tiazol-2-i|amino)—N-(2-morfolin-4-il-etil)-benzamida; 4-(5-bromo-
tiazol-2-ilamino)-N-(2-metdxi-etil)-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-[4-(1-meti-
lamino-vinil)-fenil]-amina; acido 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzdico; N-[4-
(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-fenil]-benzamida; N-[4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-
fenil]-acetamida, 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-metéxi;etil)-benzamida; 3-
(5-bromo-tiazol-2-ilamino)—N-metiI-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-[4-(piridin-
4-iloxi)-fenil]-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-cloro-fenil)-amina; benzotiazol-2-
il-(4-fldor-fenil)-amina; 4-(5-bromo-tiazol-2-i|amino)-N-(2-hidréxi-etil)-benza-
mida; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-dimetiIamino-etil)-benzamida; 4-(5-
bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-dietilamino-etil)-benzamida; - N-(5-bromo-tiazol-
2-il)-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-(3-fluor-fenil)-amina; (5-bromo-tiazol-2-
il)-(3-trifluorometil-fenil)-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(3-metdxi-fenil)-amina;
(5-bromo-tiazol-2-il)-m-tolil-amina; ('5-bromo-tiazol-2-iI)-piridin-2-i|-amina; N-
(5-bromo-tiazol-2-il)-benzeno-1,4-diamina; 1-[4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-fé-
nil]-etanona; éster etilico de acido 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzoico; (5-
bromo-tiazol-2-il)-piridin-4-il-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-piridin-3-il-amina; N-
(5-bromo-tiazol-2-il)-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-trifluorometil-fenil)-
amina; éster etilico de acido 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzoico; (5-bro-
mo-tiazol-2-il)-fenil-amina, (5-bromo-tiazol-2-iI)-(2-metéxi-fenil)-amina; (5-bro-
mo-tiazol-2-il)-(4-flior-fenil)-amina; (5-cloro-tiazol-2-il)-(4-fldor-fenil)-amina;
(4-fitior-fenil)-(5-iodo-tiazol-2-il)-amina; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzoni-
trila; (5-bromo-tiazol-2-il)-o-tolil-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-naftalen-1-il-ami-
na; (5-bromo-tiazol-2-il)-(2-flor-fenil)-amina; 3-(5-bromq-tiazol-2-ilamino)-

benzonitrila; (5-bromo-tiazol-2-iI)-(3-metiIsulfanil-fenil)-amina; (4-bromo-fenil)-

- (5-bromo-tiazol-2-il)-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-fendxi-fenil)-amina; (5-bro-

mo-tiazol-2-il)-(4-nitro-fenil)-amina; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-pirroli-

din-1-il-etil)-benzamida; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-metoxi-1 -metil-etil)-

benzamida; e 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-metéxi-etil)-N-metiI-benza-

mida.
Compostos preferidos adicionais da inven¢ao sao detalhados

nos Exemplos e na Tabela |, infra.
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Farmacologia e Utilidade |
Compostos da invengdo modulam a atividade de quinases e,

como tais, s&o utilizaveis para o tratamento de doengas ou disturbios em que
quinases contribuam para a patologia e/ou sintomatologia da doenc¢a. Exem-
plos de quinases que s&o inibidas pelos compostbs e composi¢des aqui
descritas e contra as quais os métodos aqui descritos sdo utilizaveis inclu-
em, mas ndo se limitam a, Abl, Aurora-A, Bcr-Abl (formas de tipo selvagem e
mutantes), Bmx, CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFR3, Fit3, GSK3pB, JNK1ad,
Lck, MKK4 e TrkB.

A tirosina quinase Abelson (isto é, Abl, c-Abl) esta envolvida na
regulagdo do ciclo celular, na resposta celular a estresse genotoxico e na
transmissdo de informacdes acerca do ambiente celular mediante sinaliza-
¢ao de integrina. No total, parece que a proteina Abl desempenha um papel
complexo como um modulo celular que integra sinais de varias fontes extra- -
celulares e intracelulares e que influencia decisdes com relagao ao ciclo ce-
lular e apoptose. A tirosina quinase Abelson inclui derivados de subtipos,
como a BCR-ADI de fusdo quimérica (oncoproteina) com atividade de tirosi-
na quinase desregulada ou a v-Abl. A BCR-AbI é critica na patogénese de
95% das leucemias mielogénicas crénicas (CML) e 10% das leucemias linfo-
citicas agudas. STI-571 (Gleevec) é um inibidor da tirosina quinase BCR-AbI

oncogénica e é usado para o tratamento de leucemia mieldide crénica (C-

ML). Entretanto, alguns pacients no estégio de crise de blastos da CML séo
resistentes a STI-571 devido a mutagdes na quinase BCR-ADbI. Mais de 22
mutacdes foram relatadas até agora, as mais comuns sendo G250E, E255V,
T315l, F317L e M351T.

Compostos da presente invengao inibem quinase abl, particu-
larmente quinase v-abl. Os compostos da presente invengao também inibem
a quinase BCR-AbI do tipo selvagem e mutagdes da quinase BCR-Abl e sao,
portanto, adequados para o tratamento de cancer e doengas tumorais Ber-
abl positivas, como leucemias (particularmente leucemia mieldide cronica e
leucemia linfoblastica.aguda, em que se encontram ‘particularmente meca-

nismos de acdo apoptdticas), e também mostram efeitos sobre o subgrupo
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de células-tronco leucémicas, assim como potencial para a purificagao des-
sas células in vitro apos remogéo das ditas células (por exemplo, remogéao
de medula 6ssea) e reimplantagao das células uma vez que tenham sido
limpadas das células cancerosas (por exemplo, reimplantagéo de células de
medula éssea purificadas).

Certas familias de proteina quinases estao envolvidas na regu-
lagao da fung&o do centrossomo e fuso, como a quinase relacionada a Nima
(Nek) 2, quinase do tipo Polo (PIk) 1 e quinases Aurora. Quinases Aurora
foram primeiro descobertas em uma triagem em levedura de mutantes que'
apresentassem ploidia imprépfia (ipl) apos a divisao celulaf. Em Drosophila,
descobriu-se que mutacdes na quinase Aurora impediam a separagao do
centrossomo, resultando, dessa forma, em fusos monopolares. Ha trés iso-
formas conhecidas de quinase Aurora descritas em mamiferos, Aurora A, B
e C. Embora Aurora A e B sejam eXpressadas de maneira ubiqua, a Aurora
C mostra expressao predominante no testiculo, sugerindo um possivel pap'el
na meiose. A Aurora A se localiza no centrossomo € pblos de fuso da fase S
tardia e G2 inicial até a M. Aurora A se liga a e é ativada por TPX2 na transi-
cdo G2/M, que direciona Aurora A para 0S fusos mitéticos. Aurora A pode
fosforilar histona H3 na serina 10 durante a maturagdo do centrossomo €
montagem do fuso. Aurora B é uma proteina passageira de cromossomo
que se desloca dos centromeros para a zona média do fuso durante a mito-
se. A Aurora B se localiza nos fusos centrais durante a anafase tardia e no
corpo médio durante a teléfase e citocinese. Propds-se que a Aurora B regu-
la a condensagao e coesao de Cromossomo, fixagdo de cromossomo bipolar,
o ponto de verificagéo de fuso e a segregagao de cromossomo. Embora se

saiba menos acerca da importancia de Aurora C, ela pode complementar

“algumas das fungdes de Aurora B.

A Aurora A se localiza no cromossomo 20913, em uma regiao
que comumente se mostra amplificada em céancer de mama e célon (tam-
bém se detecta superexpressdo de proteina) e estd associada a um prog-
néstico ruim. Tanto Aurora A, quanto B tém a capacidade de transformar li-

nhagens celulares (NIH3T3 ou CHO) que sao, entdo, capazes de formar tu-
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mores em camundongos. O papel das quinases Aurora no ciclo celular e na
génese tumoral tornou-as alvos em potencial para o desenvolvimento de
terapéuticas de molécula pequena. Por exemplo, a atividade de Aurora A
esta elevada em canceres de bexiga, mama, cervical, colorretal, gastrico,
neuroblastoma, ovariano e pancreatico.

A familia trk de receptores de neurotrofina (trkA, trkB, trkC) pro-
move a sobrevivéncia, crescimento e diferenciagdo de tecidos neuronais e
ndo neuronais. A proteina TrkB é expressada em células do tipo neuroendo-
crinas no intestino delgado e no cdlon, nas células alfa do péancreas, nos
mondcitos e macrofagos dos linfonodos e do bago e nas camadas granula-
res da epiderme (Shibayama e Koizumi, 1996). A expressao da proteina
TrkB foi associada a uma progressdo desfavoravel de tumores de Wilms e
de neuroblastomas. TkrB, além disso, & expressada em células cancerosas
de prostata, mas ndo em células normais. A via de sinalizagao a jusante dos
receptores de trk envolve a cascada de ativagéo de MAPK mediante os ge-
nes de Shc, Ras ativada, ERK-1 e ERK-2 e a via de transdugcdo PLC-
gammal (Sugimoto et al., 2001).
‘ A familia de quinases Tec, Bmx, uma tirosina quinase de protei-
na ndo receptora, controla a proliferagdo de células cancerosas epiteliais
mamarias. '

Demonstrou-se que o receptor de fator de crescimento de fibro-
blastos 3 exerce um efeito regulador negativo sobre o crescimento 6sseo e
uma inibicdo da proliferagdo de condrécitos. A displasia tanatoférica é cau-
sada por diferentes mutagdes no receptor de fator de crescimento de fibro-
blastos 3, e uma mutagéo, TDII FGFRS, tem uma atividade de tirosina qui-
nase constitutiva que ativa o fator de.transcrigéo Stat1, levando a expressao
de um inibidor do ciclo celular, interrupcéo do crescimento e desenvolvimen-
to 6sseo anormal (Su et al., Nature, 1997, 386, 288-292). FGFR3 também é
frequentemente expressada em cénceres do tipo mieloma multiplo. Inibido-
res da atividade de FGFR3 s&o Uteis no tratamento de doengas inflamatérias
ou auto-imunes mediadas por células T, incluindo, mas n&o limitadas a, artri-

te reumatdide (RA), artrite de colageno ll, esclerose multipla (MS), lGpus eri-
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tematoso sistémico (SLE), psoriase, diabetes de inicio juvenil, doenga de
Sjogren, doencga da tiredide, sarcoidose, uveite auto-imune, doenga inflama-
t6ria do intestino (de Crohn e colite ulcerativa), doenca celiaca e miastenia
gravis.

Lck desempenha um papel na sinalizagao de células T. Camun-
dongos desprovidos do gene Lck tém uma capacidade ruim de desenvolver
timdcitos. A fungao de Lck como um ativador positivo da sinalizagéo de célu-
las T sugere que inibidores de Lck possam ser Uteis para o tratamento de
doenca auto-imune, como artrite reumatdide.

JNKs, juntamente com outras MAPKs, foram implicadas em um
papel na mediagcéo da resposta celular a cancer, agregagao de plaquetas
induzida por trombina, disturbios de imunodeficiéncia, doengas auto-imunes,
morte celular, alergias, osteoporose e doenga cardiaca. Os alvos terapéuti-
cos relacionados a ativacdo da via de JNK incluem leucemia mielogénica
crénica (CML); artrite reumatéide, asma, osteoartrite, isquemia, cancer e do-
engas neurodegenerativas. Como resultado da importancia da ativagdo de
JNK associada a doenga hepatica ou episodios de isquemia hepatica, com-
postos da invengdo também podem ser Uteis para tratar varios disturbios
hepaticos. Um papel para JNK em doenca cardiovascular, como infarto do

miocardio ou insuficiéncia cardiaca congestiva, também foi relatado, pois se

- demonstrou que JNK medeia respostas hipertroficas a varias formas de es-

tresse cardiaco. Demonstrou-se que a cascata de JNK também desempenha
um papel na ativagédo de células T, incluindo a ativacdo do promotor IL-2.
Assim, inibidores de JNK podem ter um valor terapéutico na alteracdo de

respostas imunes patologicas. Um papel para a ativacdo de JNK em varios

- canceres também foi estabelecido, sugerindo o uso em potencial de inibido-

res de JNK no cancer. Por exemplo, JNK constitutivamente ativada esta as-
sociada a génese tumoral mediada por HTLV-1 [Oncogene 13:135-42
(1996)]. JNK pode desempenhar um papel no sarcoma de Kaposi (KS). Ou-
tros efeitos proliferativos de outras citocinas implicadas na proliferagéo de
KS, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), IL-6 e TNFo,

também podem ser mediados por JNK. Além disso, a regulagdo do gene c-
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jun em células transformadas com p210 BCR-ABL corresponde a atividade
de JNK, sugerindo um papel para inibidores de JNK no tratamento de leu-
cemia mielogénica crénica (CML) [Blood 92:2450-60 (1998)].

Proteina quinases ativadas por mitégeno (MAPKs) sao membros
das vias de transdugédo de sinais conservadas que ativam fatores de trans-
cricdo, fatores de tradugdo e outras moléculas alvo em resposta a varios si-
nais extracelulares. MAPKs sdo ativadas por fosforilagdo em um motivo de
fosforilagdo duplo com a seqiéncia Thr-X-Tyr por quinase quinases ativadas
por mitégeno (MKKs). Em eucariotos superiores, 0 papel fisiolégico da sina-
lizagdo com MAPK foi correlacionado a eventos celulares, como proliferagao,
oncogénese, desenvolvimento e diferenciagdo. Portanto, a capacidade de
regular a transducgéo de sinal mediante essas vias (particularmente mediante
MKK4 e MKK6) poderia levar ao desenvolvimento de tratamentos e terapias
preventivas para doengas humanas associadas & sinalizagao com MAPK, -
como doengas inflamatérias, doengas auto-imunes e cancer.

As SAPK's (também chamadas de "quinases jun N-terminais” ou
"JNK's") sdo uma familia de proteina quinases que representam a penuitima
etapa nas vias de transdugéo de sinal que resultam na ativacao do fator de
t‘ranscrigéo c-jun e expressdo de genes regulados por ¢-jun. Em particular, c-
jun esta envolvido na transcricéo de genes que codificam proteinas envolvi-
das no reparo de DNA que seja danificado devido a insultos genotoxicos.
Agentes que inibem a atividade de SAPK em uma célula impedem o reparo
de DNA e sensibilizam a célula as modalidades terapéuticas de cancer que
agem por inducé@o de danos ao DNA.

CHK2 é um membro da familia de quinases de ponto de verifica-
¢do de serina/treonina proteina quinases e esta envolvida em um mecanis-
mo usado para verificagcdo de dano ao DNA, como dano causado por agen-
tes mutagénicos ambientais e espécies de oxigénio reativo enddgenas. Co-
mo resultado, esta implicada como um supressor de tumor e alvo para tera- .
pia de cancer.

Fes é uma proteina tirosina quinase néo receptora que foi impli-
cada em vérias vias de transducédo de sinais de citocinas, assim como na
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diferenciacdo de células mieldides. Fes também € um componente chave da

maquinaria de diferenciagdo de granuldcitos.
A atividade da tirosina quinase receptora Fit3 esta implicada em

leucemias e sindrome mielodisplasica. Em aproximadamente 25% de AML,

as células de leucemia expressam uma forma constitutivamente ativa de ti-

~rosina quinase FLT3 autofosforilada (p) na superficie ceIUIar. A atividade de

p-FLT3 confere vantagens de crescimento e sobrevivéncia a células leucé-
micas. Pacientes com leucemia aguda, cujas células de leucemia expressam |
atividade de quinase p-FLT3, tém um resultado clinico global pior. A inibigao
da atividade de quinase p-FL_T3 induz apoptose (morte celular programada)
de células leucémicas.

De acordo com o precedente, a presente invengéo também a-
presenta um método para prevenir ou tratar qualquer uma das doengas ou
disturbios acima descritos, em um sujeito necessitado desse tratamento, es-
se método compreendendo a administragéo ao dito sujeito de uma quantida-
de terapeuticamente eficaz (vide "Administration and Pharmaceutical Com-
positions", infra) de um composto de Férmula | or seu sal farmaceuticamente
aceitavel. Para qualquer dos usos acima, a dosagem requerida variara de-
pendendo do modo de administragéo, da condigéo particular a ser tratada e

do efeito desejado.

Administracdo e Composicées Farmacéuticas

' Em geral, compostos da invengéo serao administrados em quan-
tidades terapeuticamente eficazes mediante qualquer um dos modos usuais
e aceitaveis conhecidos na técnica, isoladamente ou em combinagao com

um ou mais agentes terapéuticos. Uma quantidade terapeuticamente eficaz

- pode variar amplamente, dependendo da gravidade da doenca, da idade e

da saude relativa do sujeito, da poténcia do composto usado e de outros fa-
tores. Em geral, indica-se que resultados satisfatorios sdo obtidos a dosa-
gens diarias de cerca de 0,03 a 2,5 mg/kg de peso corporal. Uma dosagem
diaria indicada em mamiferos superiores maiores, por exemplo, seres hu-
manos, esta na faixa de cerca de 0,5 mg a cerca de 100 mg, conveniente-
mente administrada, por exemplo, em doses divididas até quatro vezes ao
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dia ou em forma retardada. Formas de dosagem unitdria adequadas para
administragdo oral compreendem de cerca de 1 a 50 mg de ingrediente ati-
VO.

Os compostos da invengdo podem ser administrados como composigoes
farmacéuticas por qualquer via convencional, em particular enteral, por e-
xemplo, oral, por exemplo, na forma de comprimidos ou capsulas, ou paren- .
teral, por exemplo, na forma de solugdes ou suspensées injetaveis, topica,
por exemplo, na forma de logdes, geéis, unglentos ou cremes, ou em forma
nasal ou de supositério. Composi¢des farmacéuticas compreendendo um
composto da presente invengdo em forma livre ou em uma forma de sal far-
maceuticamente aceitdvel em associagao com pelo menos um veiculo ou
diluente farmaceuticamente aceitavel podem ser fabricadas de maneira con-
vencional por métodos de misturacdo, granulagdo ou revestimento. Por e-
xemplo, composigdes orais podem ser comprimidos ou capsulas de gelatina
compreendendo o ingrediente ativo juntamente com a) diluentes, por exem-
plo, lactose, dextrose, sacarose, manitol, sorbitol, celulose e/ou glicina; b)
lubrificantes, por exemplo, silica, talco, acido estearico, seu sal de magnésio
ou célcio efou polietilenoglicol; para comprimidos também c) aglutinantes,
por exemplo, silicato de magnésio aluminio, pasta de amido, gelatina, traga-

canto, metilcelulose, carboximetilcelulose sédica e/ou polivinilpirrolidona; ca-

* so desejado d) desintegrantes, por exemplo, amidos, agar, acido alginico ou

seu sal sédico, ou misturas efervescentes; e/ou e) absorventes, corantes,

flavorizantes e adocantes. Composicdes injetveis podem ser solugcdes ou

suspensdes isotdnicas aquosas, e supositorios podem ser preparados a par-

tir de emulsdes ou suspensoes gravxas. As composigdes podem ser esterili-
zadas e/ou conter adjuvantes, como agentes conservantes, estabilizadores,
umectantes ou emulsificadores, promotores de solugdo, sais para regular a
pressao osméﬁca e/ou tampdes. Além disso, também podem conter outras
substancias terapeuticamente valiosas. Formulagoes adequadas para apli- -
cagbes transdérmicas incluem uma quantidade eficaz de um composto da
presente invengdo com um veiculo. Um veiculo pode incluir solventes farma-

cologicamente aceitaveis absorviveis para auxiliar a passagem através da
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pele do hospedeiro. Por exemplo, dispositivos transdérmicos sao na forma
de uma bandagem compreendendo um elemento de suporte, um reservato-
rio contendo o0 composto opcionalmente com veiculos, opcionaimente uma
barreira controladora de taxa para distribuir o composto a pele do hospedeiro
a uma taxa controlada e predeterminada durante um periodo de tempo pro-
longado, e meios para prender o dispositivo a pele. Também se podem usar
formulagbes transdérmicas de matriz. Formulagbes adequadas para aplica-
cdo topica, por exemplo, a pele e olhos, sao, de preferéncia, solugdes aquo-'
sas, unguentos, cremes ou geéis bem-conhecidos na técnica. Essas pod'em
conter solubilizadores, estabilizadores, agentes de aumento de tonicidade,
tampdes e conservantes.

Os compostos da invengdo podem ser administrados em quanti-
dades terapeuticamente eficazes em combinagao com um ou mais agentes
terapéuticos (combinagdes farmacéuticas). Por exemplo, podem ocorrer efei-
tos sinérgicos com outras substancias imunomoduladoras ou antiinflamato-
rias, por exemplo, quando usadas em combinacgdo com ciclosporina, rapami-
cina ou ascomicina, ou seus analogos imunossupressores, por exemplo, ci-
closporina A (CsA), ciclosporina G, FK-506, rapamicina, ou compostos com-
paraveis, corticosterdides, ciclofosfamida, azatioprina, metotrexato, brequi-
nar, leflunomida, mizoribina, acido micofendlico, micofenolato mofetil, 15-
desoxiespergualina, anticorpos imunossupressores, particularmente anticor-
pos monoclonais para receptores de leucécitos, por exemplo, MHC, CD2,
CD3, CD4, CD7, CD25, CD28, B7, CD45, CD58 ou seus ligantes, ou outros
compostos imunomoduladores, como CTLA41g. Quando os compostos da
invengdo sdo administrados em conjunto com outras terapias, as dosagens
dos compostos co-administrados variardo, evidentemente, do tipo de co-
farmaco empregado, do farmaco especifico empregado, da condicao que
esta sendo tratada e assim por diante. |

A invengdo também apresenta combinagoes farmacéuticas, por
exemplo, um kit, compreendendo a) um primeiro agente que seja um com-
posto da inveng¢édo conforme aqui exposto, em formé livre ou em forma de sal

farmaceuticamente aceitavel, e b) pelo menos um co-agente. O kit pode



10

15

20

25

30

16

compreender instrugdes para sua administragao.

Os termos "co-administragdo” ou "administragdo combinada" ou
similares, conforme aqui utilizados, pretendem englobar a administragao dos
agentes terapéuticos selecionados a um unico paciente, e pretendem incluir
regimes de tratamento em que os agentes ndo sejam necessariamente ad-
ministrados pela mesma via de administragdo ou a0 mesmo tempo.

O termo "combinagéo farmacéutica", conforme aqui usado, signi-
fica um produto que resulta da misturagcdo ou combinagdo de mais de um
ingrediente ativo e inclui tanto combinagdes fixas, quanto nao fixas dos in-
gredientes ativos. O termo "combinagao fixa" significa que os ingredientes
ativos, por exemplo, um composto de Férmula | e um co-agente, sdo ambos
administrados a um paciente simultaneamente na forma de uma unica enti-
dade ou dosagem. O termo "combinag&o nao fixa" significa que os ingredien-
tes ativos, por exemplo, um composto de Férmula | e um co-agente, sao
ambos administrados a um paciente como entidades separadas, simultanea,
concomitante ou sequiencialmente, sem nenhum limite de tempo especifico,
em que essa administracdo fornece niveis terapeuticamente eficazes dos 2
compostos no corpo do paciente. Esta Ultima também se aplica a terapia de
coquetel, por exemplo, a administracdo de 3 ou mais ingredientes ativos.
Processos Para a Fabricacdo de Compostos da Invencao

A presente invengdo também inclui processos para a preparagao

de compostos da invengdo. Nas reagbes descritas, pode ser necessario pro-
teger grupos funcionais reativos, por exemplo, grupos hidrdxi, amino, imino,
tio ou carboxi, ondeo esses sdo desejados no produto final, para evitar sua
participagdo indesejavel nas reagdes. Grupos protetores convencionais po-
dem ser usados de acordo com a pratica padronizada, por exemplo, vide
T.W. Greene e P. G. M. Wuts em "Protective Groups in Organic Chemistry”,
John Wiley and Sons, 1991.

Os compostos de Foérmula | podem ser preparados processan- -

do-se como no Esquema de Reacgéo | a seguir:
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Esquema de Reacgéo |

em que n, m, Ry, Rz € R4 sdo conforme definidos no Sumario da Invengao.
Ra, neste caso, é Br, mas pode ser Cl ou |, dependendo dos reagentes usa-
dos. Um composto de Férmula | pode ser sintetizado por reagao de um
composto de Férmula 2 na presenga de um solvente adequado (por exem-
plo, AcOH e outrosilares) e bromo. A reagao se processa em uma faixa de
temperaturas de cerca de 0°C a cerca de 40°C e pode levar até 10 horas
para completar.

Exemplos detalhados da sintese de um composto de Foérmula I
podem ser encontrados nos Exemplos infra. |
Processos Adicionais Para a Fabricacdo de Compostos da Invencao

Um composto da invengdo pode ser preparado como um sal de

adicdo de 4cido farmaceuticamente aceitavel por reagdo da forma de base

livre do composto com um &cido inorgénico ou orgénico farmaceuticamente
aceitavel. Alternativamente, um sal de adi¢cdo de base farmaceuticamenté
aceitavel de um composto da invengdo pode ser preparado por reacao da
forma de écidd livre do composto com uma base inorganica ou organica far-
maceuticamente aceitavel.

Alternativamente, as formas de sal dos compostos da invengao
podem ser preparadas usando-se sais dos materiais de partida ou interme-
diarios.

As formas de acido livre ou base livre dos compostos da inven-
cdo podem ser preparadas a partir da forma de sal de adigéo de base ou sal
de adigdo de acido correspondente, respectivamente. Por exemplo, um
composto da invencdo em uma forma de sal de adi¢cao de acido pode ser
convertido na base livre correspondente por tratamento com uma base ade-
quada (por exemplo, solugédo de hidroxido de amodnio, hidréxido de sodio e
similares). Um composto da invengdo em uma forma de sal de adi¢ao de

base pode ser convertido no acido livre correspondente por tratamento com
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um acido adequado (por exemplo, acido cloridrico etc.).

Compostos da invengdo em forma ndo oxidada podem ser pre-
parados a partir de N-6xidos de compostos da invengao por tratamento com
um agente redutor (por exemplo, enxofre, didxido de enxofre, trifenil fosfina,
boroidreto de litio, boroidreto de sédio, tricloreto de fdsforo, tribrometo ou
similares), em um solvente organico inerte adequado (por exemplo, acetoni-
trila, etanol, dioxano aquoso ou e similares) de 0 a 80°C.

Derivados de pré-farmaco dos compostos da invencao podem
ser preparados por métodos conhecidos por aqueles versados na técnica
(por exemplo, para detalhes adicionais, vide Saulnier et al., (1994), Bioorga-
nic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, p. 1985). Por exemplo, pro-
farmacos apropriados podem ser preparados por reagédo de um composto
ndo derivatizado da invengdo com um agente de carbamilagdo adequado
(por exemplo, 1,1-aciloxialquilcarbanocloridato, carbonato de para-nitrofenila -
ou similares).

Derivados protegidos dos compostos da invengdo podem ser
preparados por meios conhecidos por aqueles versados na técnica. Uma
descricdo detalhada de técnicas aplicaveis & criagéo de grupos protetores €
sua remogdo pode ser encontrada em T. W. Greene, "Protecting Groups in
Organic Chemistry", 3% edigdo, John Wiley and Sons, Inc., 1999.

Compostos da presente invengdo podem ser convenientemente
preparados, ou formados durante o processo da invengdo, como solvatos
(por exemplo, hidratos). Hidratos de compostos da presente invengéo podem
ser convenientemente preparados por recristalizagdo-de uma mistura de sol-
vente aquoso/organico, usando solventes organicos como dioxina, tetraidro-
furano ou metanol. |

Compostos da invengdo podem ser preparados como seus este-
reocisdmeros individuais por reacdo de uma mistura racémica do composto
com um agente de resolugdo opticamente ativo, para formar um par de com- .
postos diastereoisoméricos, separagdo dos diasteredbmeros e recuperagao
dos enantiomeros opticamente puros. Embora a resolugao de enantibmeros
possa ser realizada usando-se derivados diastereoméricos covalentes dos
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compostos da invengado, preferem-se complexos dissociaveis (por exemplo,
sais diastereoméricos cristalinos). Diasteredmeros tém propriedades fisicas
distintas (por exemplo, pontos de fus&o, pontos de ebulicdo, solubilidades,
reatividade, etc.) e podem ser prontamente separados tirando-se vantagem
dessas dissimilaridades. Os diasteredmeros podem ser separados separa-
dos tirando-se vantagem dessas dissimilaridades. Os diaétereémeros podem
ser separados por cromatografia ou, de preferéncia, por técnicas de separa-
cao/resolugdo baseadas em diferengas de solubilidade. O enantidmero opti-'
camente puro &, entdo, recuperado, juntamente com o agente de resolugao,
por qualquer meio pratico que nao resulte em racemizagdo. Uma descricao
mais detalhada das técnicas aplicaveis a resolugdo de estereoisomeros de
compostos a partir de sua mistura racémica pode ser encontrada em Jean
Jacques, Andre Collet, Samuel H. Wilen, "Enantiomers, Racemates and Re-
solutions", John Wiley And Sons, Inc., 1981." '

Em resumo, os compostos de Férmula | podem ser preparados

por um processo que envolve:

(a) o doesquema de reagdo |; e

~ (b) opcionalmente, a conversao de um composto da invengao:
em um sal farmaceuticamente aceitavel;

(c) opcionalmente, a conversdo de uma forma de sal de um
composto da invengdo em uma forma nao sal;

(d) opcionalmente, a conversdo de uma forma nao oxidada de
um composto da invengcdo em um N-Oxido farmaceutica-
mente aceitavel;

(e) opcionalmente, a conversdo de uma forma de N-6xido de
um composto da invengdo em sua forma nao oxidada;

(f) opcionalmente, a resolugdo de um isbmero individual de
um composto da invengdo a partir de uma mistura de isb-
meros;

(g) opcionalmente, a conversdo de um composto nao derivati-
zado da invencdo em um derivado de pré-farmaco farma-

ceuticamente aceitavel; e
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(h) opcionalmente, a conversdo de um derivado de pré-farma-
co de um composto da invengdo em sua forma nao deriva-
tizada. '

Na medida em que a producdo dos materiais de partida nao seja
particularmente descrita, os compostos sdo conhecidos ou podem ser prepa-
rados de maneira andloga a métodos conhecidos na técnica ou conforme
exposto nos Exemplos a seguir.

Aqueles versados na técnica perceberdo que as transformacgoes
acima sao apenas representativas de métodos para a preparagcéo dos com-
postos da presente invengdo, e que outros métodos bem-conhecidos tam-

bém podem ser usados.

Exemplos
A presente invengdo é adicionalmente exemplificada, mas nao

limitada, pelos exemplos a seguir, que ilustram a preparagéo de compostos
de Formula | de acordo com a invengéao.

A menos que indicado de outra forma, os materiais s&o obtidos
em fornecedores comerciais e sdo usados sem purificagdo. A remogéo do
solvente sob p}resséo reduzida se refere a destilagédo usando um evaporador
rotativo Biichi ligado a uma bomba de vacuo (~3 mmHg). Produtos obtidos
como sélidos ou dleos de alto ponto de ebulicdo sdo secados sob vacuo
(~1 mmHg).

Realiza-se a cromatografia liquida de alta pressdo em fase re-
versa (HPLC) usando-se um Sistema de Cromatografia Varian (ProStar Mo-
del 210) com coluna C1s (Fenomenex) usando-se agua-acetonitrila (0,035%
de TFA) como eluente. Os espectfos de 'H RMN sdo registrados em um
Bruker XWIN-RMN (400 MHz ou 600 MHz). As ressonancias de préton séo
relatadas em partes por milhdo (ppm) no campo a jusante de tetrametilsilano
(TMS). Os dados de 'H RMN s&o relatados como multiplicidade (s singleto, d
dupleto, t tripleto, g quarteto, quint quinteto, sept septeto, dd dupleto de du-
pletos, dt, dupleto de tripletos, bs singleto largo), nimero de prétons e cons-
tante de acoplamento em Hertz. Para espectros obtidos em DMSO-dg,

CD5OD, os prétons residuais (2,50 e 3,31 ppm, respectivamente) sao usa-
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dos como referéncia.

A cromatografia de carhada fina analitica (TLC) € realizada em
placas de silica comerciais (Merck 60-F 254, 0,25 mm de espessura); os'
compostos sdo visualizados por luz UV (254 nm). Realiza-se a cromatografia
instantanea usando-se silica-gel (Merck Kieselgel 60, malha 230 - 400).

Usa-se um detector seletivo de cromatografié liquida/massa Agi-
lent série 1100 (LC/MSD) para monitorizar o progresso das reagdes e verificar a
pureza dos produtos usando-se os comprimentos de onda 254 nm, 220 nm, e
modo positivo de ionizagdo por eletropulverizagdo (ESI). Os espectros de
massa sao obtidos em modo positivo de ESI.

(5-Bromo-tiazol-2Qil)-aril-aminas séo sintetizadas em duas etapas
a partir de aril tiouréias, a menos que especificamente indicado. Um proce-
dimento tipico é exemplificado abaixo. Uma solugcdo de ariltiouréia (1,67
mmol) e 1,2-dicloro-1-etéxi-etano (0,286 g, 2,00 mmols) em etanol (3 mL) é
aquecida a 75°C durante 12 horas em um frasco vedado com agitacao. E,
entdo, concentrada a vacuo para fornecer a ariltiazol-2-il-amina bruta como
um} 6leo ou solido. Ariltiazol-2-il-aminas brutas sdo usadas sem purificacao
adicional na etapa seguinte. Ariltiazol-2-ila aminas puras poderiam ser obti-
das por recristalizacdo a partir de etanol. A uma solugd@o sob agitagao de
ariltiazol-2-il-amina bruta (0,42 mmol) em acido acético, adiciona-se bromo
em acido acético (0,42 mmol). A reagdo é agitada durante mais 1 hora a
temperatura ambiente, apds a qual o solvehte é, entdo, removido a vacuo. O
residuo resultante é purificado por HPLC (coluna Cig, eluido com
CHsCN/H,O com 0,085% de TFA) para fornecer (5-bromo-tiazol-2-il)-aril-

amina como um solido.

(5-Cloro-tiazol-2-il)-(4-fluor-fenil)-amina

O~

A uma solugao de (4-f|uor-fenlI)-tlazol-2-il-amina (60 mg, 0,31
mmol) em THF (5 mL), adiciona-se N-clorossuccinimida (42 mg, 0,31 mmol).

A reacédo é agitada a temperatura ambiente durante 2 horas, apds as quais 0
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solvente é removido a vacuo. O residuo resultante é purificado por HPLC
(coluna Cig, eluido com CH3CN/H20 com 0,035% de TFA) para fornecer o
composto do titulo como um soélido esbranqui¢ado: 'H RMN (DMSO-dg) 8
7,15 (t, 2H, J = 8,8 Hz), 7,23 (s, 1H), 7,58 (dd, 2H, J = 4,8 Hz, J. = 8,8 Hz),
10,31 (s, 1H); m/z [M*+1] 228,9. -

Exemplo 2
(4-flaor-fenil)-(5- |odo-t|azol 2-il)-amina

O

A uma solucdo de (4—fluor-fenul)-tlazol-2-iI-amina (60 mg, 0,31
mmol) em THF (5 mL), adiciona-se N-iodo succinimida_(?O mg, 0,31 mmol).
A reacao é agitada a temperatura ambiente durante 2 horas, apds as quais o
solvente é removido a vacuo. O residuo resultante é purificado por HPLC
(coluna Cisg, eluido com CHsCN/H,O com 0,035% de TFA) para fornecer o
composto do titulo como um sélido esbranquigado: 'H RMN (DMSO-dg) 8
7,14 (1, 2H, J = 8,8 Hz), 7,32(s, 1H), 7,58 (dd, 2H, J; = 4,8 Hz, J. = 8,8 Hz),
10,34 (s, 1H); m/z [M*+1]320,9. |

Exemplo 3
(5-Bromo-tiazol-2-il)-(4-fldor-fenil)-metil-amina

Br S Me )
AP N

N \Q-F
Uma solugdo de (4-f|L’Jor-feniI)-tiazoI-2¥iI-amina (97 mg, 0,5
mmol) em DMF (1 mL) é resfriada a 0°C, e se adiciona NaH (dispersédo a
60% em Oleo mineral, 40 mg, 1,0 mmol). A mistura resuitante é agitada a
0°C durante 10 minutos antes da adicdo de iodometano (142 mg, 1,0 mmol).
Depois de agitar & temperatura ambiente durante 12 horas, a mistura de re-
acdo é finalizada com NH,CI aquoso saturado (10 mL) e extraida com aceta-
to de etila (10 mL x 2). As camadas orgénicas sao combinadas, lavadas com
agua (10 mL), salmoura saturada (10 mL) e secadas com Na,SO, anidro.
Depois da remogdo do solvente a vacuo, a (4-fhjbr-feniI)-metil-tiazol-?_-il-

amina resultante é, entdo, submetida ao procedimento de bromagao padrao
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para fornecer o composto do titulo como um solido esbranquigado apés puri-
ficacdo com HPLC: 'H RMN (DMSO-ds) 8 3,39 (s, 3H), 7,26 (s, 1H), 7,31 (t,
oH, J = 8,8 Hz), 7,52 (dd, 2H, J; = 5,2 Hz, J2 = 8,8 Hz); m/z [M*+1] 286,9.

Exemplo 4 |
 N-(5-Bromo-tiazol-2-il)-benzeno-1,4-diamina

N

N

Uma solugéo de (4-nitro-fenil)-tiazol-2-il-amina (60 mg, 0,2 mmol)
e SnClpe2H,O (185 mg, 0,8 mmol) em etanol (5 mL) é aquecida a 75°C du-
rante 4 horas. O solvente é removido a vacuo, e se adicionam Na.COs a-
quoso saturado (5 mL) e acetato de etila (5 mL). A mistura resultante é filtra-
da através de celite, e a camada de acetato de etila € separada, secada e
concentrada a vacuo. O residuo é purificado por HPLC (coluna Cyg, eluido
com CHsCN/H,O com 0,035% de TFA) para fornecer o composto do titulo
como um sélido: *H RMN (DMSO-de) & 7,18 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,31 (s, 1H),
7,59 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 9,20 (bs, 2H), 10,41 (s, 1H); m/z [M*+1] 269,9.

Exemplo 5
N-[4-(5-Bromo-tiazol-2-ilamino)-fenil]-benzamida

o
ey
= ui}\Br

(4-Nitro-fenil)-tiazol-2-il-amina (200 mg) é dissolvida em MeOH
(30 mL) e hidrogenada a 3,5 kg/cm? (50 psi) na presenga de Pd/C (10%, 250

- mg) durante 12 horas. O catalisador ¢ filtrado, e 0 solvente é removido para

fornecer N-tiazol-2-il-benzeno-1,4-diamina (0,16 g, 92%). N-tiazol-2-il-
benzeno-1,4-diamina (30 mg, 0,16 mmol) é tratada com cloreto de benzoila
(24 mg, 0,17 mmol) na presenca de trietilamina (32 mg, 0,31 mmol) em
CH.Cl, (2 mL) durante 2 horas. A reagéo € finalizada com NaxCO3; aquoso
saturado (10 mL) e extraida com acetato de etila (10 mL x 2). As camadas

de acetato de etila sdo combinadas e secadas com Na,SO, anidro. N-[4-
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(Tiazol-2-ilamino)-fenil]-benzamida é obtida apés a remogao do solvente a
vacuo. O tiazol bruto é, entdo, submetido ao procedimento de bromagao pa- |
drao para fornecer o composto do titulo como um sdlido branco apoés purifi-.
cacdo com HPLC: 'H RMN (DMSO-dg) § 7,29 (s, 1H), 7,48-7,60 (m, 5H), 7,71
(d, 2H, J=7,2 Hz), 7,95 (d, 2H, J = 7,2 Hz), 10,18 (s, TH), 10,29 (s, 1H); m/z
[M*+1] 373,9. |

Exemplo 6
Acido 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzéico

H\Q\(OH
S |
Br/@g O.

Uma solucdo de éster etilico de acido 4-(tiazol-2-ilamino)-
benzdico (0,15 g, 0,60 mmol) e KOH (0,14 g, 2,4 mmols) em dioxano-Hz0
(1:1, 20 mL) é agitada & temperatura ambiente durante 24 horas. A mistura
de reagdo é, entdo, acidificada com &cido cloridrico até pH =4 -5 (monitori-
zado com papel de pH). O precipitado resultante ¢ coletado por filtragcdo para
fornecer acido 4-(tiazol-2-ilamino)-benzéico como um solido esbranquigado.
O 4cido 4-(tiazol-2-ilamino)-benzoico ¢ submetido ao procedimento de bro-
magdo padrdo para fornecer o composto do titulo: 'H RMN (DMSO-dg) &
7,39 (s, 1H), 7,65 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,88 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 10,71 (s, 1H), |

12,56 (bs, 1H); m/z [M*+1] 298,9.

Exemplo 7
4-(5-Bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-morfolin-4-il-etil)-benzamida,

sal de TFA _
0]
N \ Br
=
O\/\\\/N\/\H)\Qu)\s

A uma solugdo de &cido 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-benzoico
(24, 60 mg, 0,20 mmol), 2-morfolin-4-il-etilamina (78 mg, 0,6 mmol) e N,N-
diisopropiletil-amina (77 mg, 0,6 mmol) em-DMF (2 mL), adiciona-se HATU
(91 mg, 0,24 mmol). A solugdo resultante é agitada durante 1 hora a tempe-

ratura ambiente, e o solvente é removido a vacuo. O residuo ¢ purificado por



10

15

20

25

25

HPLC (coluna Cys, eluido com CH3CN/H,O com 0,035% de TFA) para forne-
cer o composto do titulo como um sal de TFA: 'H RMN (DMSO-dg) & 3,08-
3,18 (m, 2H), 3,24-3,28 (m, 2H), 3,50-3,70 (m, 4H), 3,96-4,04 (m, 4H), 7,38
(s, 1H), 7,65 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,83 (d, 2H, J= 8,8 Hz), 8,57 (t, 1H, J = 6,0
Hz), 9,54 (bs, 1H), 10,64 (s, 1H); m/z [M*+1] 411,0.

Exemplo 8
N-(5-Bromo-tiazol-2-il)-benzamida

HN—</N |
O

A uma solugdo de 2-aminotiazol (0,10 g, 1,0 mmol), &cido ben-
zbico (0,15 g, 1,2 mmol), N,N-diisopropiletilamina (0,39 g, 3,0 mmols) em
DMF (5 mL), adiciona-se HATU (0,46 g, 1,2 mmol). A mistura de reagédo €
agitada & temperatura ambiente durante 1 hora, ap6s a qual o solvente é
removido a vacuo. Adiciona-se NH4CI aquoso saturado (10 mL), e a mistura
é extraida com CH,Cl,> (10 mL). A camada de CH.Cl, é lavada com NaHCO3
aquoso saturado e secada com Na,SO, anidro. O solvente é removido a va-
cuo, e 0 material bruto resultante é purificado por cromatografia de coluna
(silica-gel, hexano-acetato de etila) para fornecer N-tiazol-2-il-benzamida
como um sélido branco. N-tiazol-2-il-benzamida é submetida ao procedimen-
to de bromagéo padréao para fornecer o composto do titulo apds purificagao
com HPLC: 'H RMN (DMSO-dg) 6 7,55 (t, 2H, J= 7,2 Hz), 7,65 (t, 1H, J=7,2
Hz), 7,66 (s, 1H), 8,08 (d, 2H, J = 6,4 Hz), 12,82 (bs, 1H); m/z [M*+1] 282,9.

Exemplo 9
1-(5-Bromo-tiazol-2-il)-3-fenil-uréia

o N -
O D
N N S
H H
A uma solugdo de 2-aminotiazol (0,1 g, 1,0 mmol) e N,N-
diisopropiletilamina (0,39 g, 3,0 mmols) em THF (10 mL), adiciona-se isocia-
nato de fenila (0,12 g, 1,0 mmol). A mistura de reagéo € agitada a temperatu-

ra ambiente durante 2 horas, e, entao, se adiciona NH4Cl aquoso saturado
(10 mL). A mistura é extraida com acetato de etila (10 mL x 2). As camadas
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de acetato de etila sdo combinadas e secadas com Na2S0O4 anidro. O sol-
vente é evaporado a vacuo para fornecer 1-fenil-3-tiazol-2-il-uréia como um
solido branco. 1-fenil-3-tiazol-2-il-uréia é submetida ao procedimento de
bromagao padréo para fornecer o composto do titulo apds purificagao com
HPLC. 'H RMN (DMSO-dg) § 7,05 (t, 1H, J= 8,0 Hz), 7,21 (t, 2H, J= 8,0 Hz),
7,43-7,48 (m, 3H), 8,92 (s, 1H), 10,71 (s, TH); m/z [M*+1] 297.9.

Exemplo 10
(5-Bromo-tiazol-2-il)-piridin-2-il-amina

N

s \
Br/@ N /

Uma solucdo de 2-cloropiridina (0,34 g, 3,0 mmols), 2-amino-
tiazol (0,314 g, 3,1 mmols), Na,COs (0,76 g, 7,2 mmols), Pdz(dba)s (0,275 g,.
0,3 mmol) e XantPhos (0,52 g, 0,9 mmol), H.O (54 mg, 3,0 mmols) em tolu-
eno (25 mL) é aquecida a 100°C durante 12 horas. A mistura de reagao é
filtrada e, entdo, concentrada a vacuo. O residuo € purificado por cromato-
grafia de coluna (silica-gel, eluido com CHzClo:MeOH:NH;z (7N, em MeOH) =
20:1:1) para fornecer piridin-2-il-tiazol-2-il-amina, que &, entdo, submetida ao
procedimento de bromag¢édo padrao para fornecer o composto do titulo como
um sélido esbranquigado apds purificagdo com HPLC: 'H RMN (DMSO-dg) &

6,95 (t, 1H, J = 6,4 Hz), 7,03 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 7,44 (s, 1H), 7,73 (t, 1H, J =
' 6,4 Hz), 8,30 (d, 1H, J = 3,6 Hz), 11,51 (s, 1H); m/z [M*+1] 255,9.

Exemplo 11
(5-Bromo-tiazol-2-il)-piridin-3-il-amina

Uma solUgéo- de 3-piridiltiouréia (0,153 g, 1,0 mmol) e cloro-
acetaldeido em agua (50%, 0,127 mL) é dissolvida em etanol (30 mL) e agi-
tada durante 16 horas a 60 °C. O solvente € removidd a vacuo, e o residuo
resuitante € submetido ao procedimento dé bromacao padrao. O composto
do titulo é obtido apés purificagdo com HPLC como um sdlido esbranquiga-v
do: 'H RMN (DMSO-de) § 7,93 (s, 1H), 7,67 (dd, 1H, J; = 5,2 Hz, J, = 9,0
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Hz), 8,28 (dd, 1H, J1= 2,4 Hz, J> = 9,0 Hz), 8,35 (d,v 1H, J= 5,2 Hz), 8,99 (d,

1H, J= 2,0 Hz), 11,00 (s, 1H); m/z [M*+1] 255,9.

Repetindo-se os procedimentos descritos nos exemplos, com materiais de

partida apropriados, obtém-se os seguintes compostos de Férmula I, con-

forme identificados na Tabela 1.

Tabela 1
Composto Estrutura Dados Fisicos
Numero 'H RMN 400 MHz (DMSO-ds)

e/ou MS (m/2)

'H RMN (DMSO-ds) & 6,96 (d,
1H, J = 4,0 Hz), 7,21 (t, 2H, J =
8,8 Hz), 7,29 (d, 1H, J = 8,0
Hz), 7,60 (dd, 2H, J; = 4,0 Hz,
J, = 8,0 Hz), 11,10 (bs, 1H);
m/z [M*+1] 195,0.

" “\Q\
S
Br/g\g F

'H RMN (DMSO-dg) & 7,14 (t,
2H, J = 8,8 Hz), 7,28 (s, 1H),
7,58 (dd, 2H, J; = 4,4 Hz, J; =
8,8 Hz), 10,38 (s, 1H); m/z -
[M*+1] 272,9.

! O
' S
Br/@ '

'H RMN (DMSO-dg) & 6,95 (t,
1H, J = 7,2 Hz), 7,28(s, 1H),
7,29 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 7,57 (d,
2H, J = 7,6 Hz), 10,47 (bs, 1H);
m/z [M*+1] 254,9. ‘

15 - H '
S
Br’@ \/. >\CI

'H RMN (DMSO-dg) § 7,32 (s,
1H), 7,34 (d, 2H, J = 7,8 H2),
7,60 (d, 2H, J = 7,8 Hz), 10,48
(s, 1H); m/z [M*+1] 290,9.

16 . H\@\ .
)
Br/d Br

'H RMN (DMSO-dg) § 7,31 (s,
1H), 7,46 (d, 2H, J = 8,8 H2),

17,56 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 10,54

(s, 1TH); m/z [M*+1] 334,8.

17 H\D\
S
Br/gg |

'H RMN (DMSO-dg) & 7,32 (s,
1H), 7,41 (d, 2H, J = 8,8 H2),
7,61 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 10,44
(s, 1H); m/z [M*+1] 380,8.

e
S
Br/&:\g

'H RMN (DMSO-ds) & 2,24 (s,
3H), 7,11 (d, 2H, J = 8,0 H2),
7,27 (s, 1H), 7,44 (d, 2H, J =
8,0 Hz), 10,26 (s, 1H); m/z
[M*+1] 268,9.

19 Hm
S
Br/@ F

'H RMN (DMSO-dg) & 7,38 (s,| -
1H), 7,64 (d, 2H, J = 8,0 H2),
7,77 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 11,83
(bs, 1H); m/z [M*+1] 322,9.
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'H RMN (DMSO-dg) § 7,41 (s,
1H), 7,74 (s, 4H), 10,94 (s, 1H);
m/z [M*+1] 279,9.

21

'H RMN (DMSO-dg) & 6,71 (d,
oH, J = 8,8 Hz), 7,20 (s, 1H),
7,31 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 9,96 (s,
1H); m/z [M*+1] 270,9.

22

'H RMN (DMSO-dg) 8 3,71 (s,
3H), 6,89 (d, 2H, J = 8,8 H2),
7,24 (s, 1H), 7,46 (d, 2H, J =
8,8 Hz), 10,19 (s, 1H); m/z
[M*+1] 284,9.

23

'H RMN (DMSO-dg) 8 7,31 (d,
2H, J = 8,8 Hz), 7,33 (s, 1H),
7,67 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 10,57
(s, 1H); m/z [M*+1] 338,9.

24

'H RMN (DMSO-dg) & 6,94 (d,| -
oH, J = 8,8 Hz), 7,01 (d, 2H, J =
8,8 Hz), 7,08 (t, 1H, J = 7,2 Hz),
7,27 (s, 1H), 7,35 (t, 2H, J = 7,2
Hz), 7,59 (t, 2H, J = 8,8 H2),
10,41 (s, 1H); m/iz [M"+1]
346,9. :

25

'H RMN (DMSO-dg) & 7,26 (d,
oH, J = 9,0 Hz), 7,33 (s, 1H),
7,36 (d, 2H, J = 6,6 Hz), 7,74
(d, 2H, J = 9,0 Hz), 8,71 (d, 2H,
J = 6,6 Hz), 10,58 (s, 1H); m/z

[M*+1] 347,9. .

26

TH RMN (DMSO-dg) & 2,49 (s,
3H), 7,40 (s, 1H), 7,37 (d, 2H, J
- 8,8 Hz), 7,92 (d, 2H, J = 88
Hz), 10,75 (s, 1H); m/z [M*+1]
296,9.

27

'H RMN (DMSO-dg) 8 7,46 (s,
1H), 7,79 (d, 2H, J = 9,6 H2),
8,21 (d, 2H, J = 9,6 Hz), 11,19
(s, 1H); m/z [M*+1] 299,9.

28

'H RMN (DMSO-dg) & 2,01 (s,
3H), 7,26 (s, 1H), 7,45 (d, 2H, J
- 8,8 Hz), 7,50 (d, 2H, J = 8,8
Hz), 9,83 (s, 1H), 10,21 (s, TH);
m/z [M*+1] 311,9.

29

'H RMN (DMSO-dg) & 1,30 (t,
3H, J = 7,6 Hz), 4,27 (g, 2H, J =
7.6 Hz), 7,39 (s, 1H), 7,69 (d,
2H, J= 8,8 Hz), 7,90 (d, 2H, J=
8,8 Hz), 10,80 (s, 1H); m/z

[M*+1] 326,9.
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30

'H RMN (DMSO-dg) & 2,76 (d,
3H, J = 4,4 Hz), 7,36 (s, 1H),
7,60 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,79
(d, 2H, J = 8,8 Hz), 8,25 (q, 1H,
J = 4,4 Hz), 10,57 (s, 1H); m/z
[M*+1] 311,9.

31

'H RMN (DMSO-ds) & 3,30 (q,
oH, J = 6,0 Hz), 3,49 (t, 2H, J =
6,0 Hz), 7,36 (s, 1H), 7,60 (d,
oH, J = 7,8 Hz), 7,82 (d, 2H, J =5
7,8 Hz), 8,27 (t, 1H, J = 6,0 H2),
10,60 (s, 1H); m/z [M"#1]
342,0.

32

'H RMN (DMSO-dg) & 3,26 (s,
3H), 3,36-3,48 (m, 4H), 7,36 (s,
1H), 7,61 (d, 2H, J = 8,8 Hz),
7,81 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 8,34 (t,
1H, J = 4,8 Hz), 10,59 (s, 1H);
m/z [M*+1] 355,9.

33

'H RMN (DMSO-dg) & 1,12 (d,
3H), 3,24-3,28 (dd, 1H, J, = 6,6
Hz, J, = 9,6 Hz), 3,26 (s, 3H),
3,39 (dd, 1H, J; = 7,8 Hz, J, =
9,6 Hz), 4,18 (sept, 1H, J = 8,4
Hz), 7,36 (s, 1H), 7,61 (d, 2H, J
= 7,8 Hz), 7,81 (d, 2H, J = 7,8
Hz), 8,03 (d, 1H, J = 6,6 Hz),
10,60 (s, 1H); m/z [M'+1]
370,0. '

34

'H RMN (DMSO-dg) & 2,96 (s,
3H), 3,16-3,32 (m, 3H), 3,40-
3,60 (m, 4H), 7,34 (s, 1H), 7,36
(d, 2H, J = 8,4 Hz), 7,60 (d, 2H,
J = 8,4 Hz), 10,54 (s, 1H); m/z
[M*+1] 370,0.

35

'H RMN (DMSO-dg) & 2,84 (d,
6H, J = 4,2 Hz), 3,24 (0, 2H, J =
6,0 Hz), 3,57 (g, 2H, J = 6,0
Hz), 7,38 (s, 1H), 7,65 (d, 2H, J
- 8,8 Hz), 7,83 (d, 2H, J = 8,8
Hz), 8,53 (t, 1H, J = 4,2 H2),
9,23 (s, 1H), 10,65 (s, 1H); m/Z
[M*+1] 369,0.

36
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'H RMN (DMSO-dg) & 1,21 (1,
6H, J = 7,2 Hz), 3,18-3,26 (m,
6H), 3,58 (q, 2H, J = 6,0 H2),|
7,38 (s, 1H), 7,65 (d, 2H, J =
9,0 Hz), 7,82 (d, 2H, J = 9,0
Hz), 8,56 (t, 1H, J = 4,8 H2),
9,08 (s, 1H), 10,66 (s, 1H); m/Z
[M*+1] 397,0.
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m, 2H), 1,99-2,05 (m, 2H),

'H RMN (DMSO-dg) & 1,82-1,88

3,02-3,09 (M, 2H), 3,32 (q, 2H,
J = 6,0 Hz), 3,57 (q, 2H, J = 6,0
Hz), 3,60-3,67 (m, 2H), 7,38 (s,
1H), 7,65 (d, 2H, J = 8,4 Hz),
7,83 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 8,55 (t,
1H, J = 6,0 Hz), 9,34 (s, 1H),
10,65 (s, 1H);, m/z [M+1]
395,0.

38

'H RMN (DMSO-dg) & 6,77 (td,
1H, J; = 2,8 Hz, J, = 8,4 Hz),
7,22 (dd, 1H, J; = 1,2 Hz, J; =
8,4 Hz), 7,32 (q, 1H, J = 8,4
Hz), 7,35 (s, 1H), 6,63 (td, 1H,
J, = 2,8 Hz, J, = 12 Hz), 10,60
(s, 1H); m/z [M*+1] 272,9.

39

'H RMN (DMSO-dg) & 2,28 (s,
3H), 6,78 (d, 1H, J = 8,0 H2),
7,18 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 7,29 (s,
1H), 7,32 (d, 1H, J = 8,0 Hz),
7,39 (s, 1H), 10,24 (s, 1H); m/Z
[M*+1] 268,9.

40

'H RMN (DMSO-ds) & 7,29 (d,
1H, J = 8,0 Hz), 7,39 (s, 1H),
7,53 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 7,69 (d
1H, J = 8,0 Hz), 8,14 (s, 1H),
10,73 (s, 1H); m/z [M'+1]
322,9.

41

'H RMN (DMSO-dg) & 3,73 (s,
3H), 6,55 (dd, 1H, J; = 2,4 Hz,
J, = 8,0 Hz), 7,05 (dd, 1H, J; =
2.4 Hz, J,= 8,0 Hz), 7,20 (1, 1H,
J = 8,0 Hz), 7,26 (t, 1H, J = 2,0
Hz), 7,30 (s, 1H), 10,32 (s, 1H);
m/z [M*+1] 384,9.

42

{[M*+1] 300,9.

'H RMN (DMSO-dg) § 2,45 (s,
3H), 6,85 (d, 1H, J = 7,2 Hz),
7,20-7,28 (m, 2H), 7,32 (s, 1H),
7,56 (s, 1H), 10,36 (s, 1H); m/z

43

'H RMN (DMSO-dg) & 7,40 (s,
1H), 7,42 (s, 1H), 7,51 (1, 1H, J
= 8,0 Hz), 7,73 (dd, 1H, J; = 1,2
Hz, J, = 8,0 Hz), 8,15 (s, 1H),
10,71 (s, 1H); m/z [M"+1]
279,9.
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'H RMN (DMSO-dg) & 1,31 (t,
3H, J = 7,2 Hz), 4,31 (q, 2H, J =
7,2 Hz), 7,35 (s, 1H), 7,44 (,
1H, J =8,0 Hz), 7,54 (d, 1H, J =
8,0 Hz), 7,84 (dd, 1H, J; = 8,0
Hz, J, = 1,6 Hz), 8,20-8,24 (m,
1H), 10,60 (bs, 1H); m/z [M*+1]
326,9.

45

OH

'H RMN (DMSO-dg) & 7,35 (s,
1H), 7,42 (t, 1H, J = 8,0 Hz),
7,53 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 7,76
(d, 1H, J=8,0 Hz), 8,25 (s, 1H),
10,57 (s, 1H); m/z [M'+1]
298,9.

46

'H RMN (DMSO-dg) & 3,27 (s,
3H), 3,38-3,48 (m, 4H), 7,33 (s,
1H), 7,35-7,42 (m, 2H), 7,73 (d,
1H, J = 7,2 Hz), 7,98 (s, 1H),
8,44 (t, 1H, J = 5,2 Hz), 10,45
(s, 1H); m/z [M*+1] 355,9.

47

'H RMN (DMSO-dg) & 2,77 (d,
3H, J = 3,6 Hz), 7,33 (s, 1H),| -
7,36-7,40 (m, 2H), 7,68-7,72
(m, 1H), 7,99 (s, 1H), 8,36 (d,
1H, J = 3,6 Hz), 10,44 (s, 1H);
m/z [M*+1] 311,9. '

48
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'H RMN (DMSO-dg) & 7,01 (dd,
1H,<J1 =72 HZ, J2 = 14,8 HZ),
7,15 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 7,24
(dd, 1H, J; = 8,0 Hz, J, = 11,6
Hz), 7,31 (s, 1H), 8,31 (t, 1H, J
= 7,6 Hz), 10,14 (s, 1H); m/z
[M*+1] 272,9.

49

|'"H RMN (DMSO-ds) 5 2,24 (s,

3H), 7,01 (t, 1H, J = 8,0 Hz),
7,17 (1, 1H, J = 8,0 Hz), 7,20 (d,
1H, J = 8,0 H2), 7,21 (s, 1H),
7,78 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 9,42
(s, 1H); m/z [M*+1] 268,9.

50

'H RMN (DMSO-dg) 8 7,21 (s,
1H), 7,33 (t, 1H, J = 8,0 Hz),
7,65 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 7,71 (d,
1H, J = 8,0 Hz), 7,86-7,88 (m,
1H), 9,61 (s, 1H); m/z [M*+1]
322,9,
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'H RMN (DMSO-dg) & 3,85 (s,
3H), 6,90 (dt, 1H, J; = 8,0 Hz,
J, = 1,6 Hz), 6,97 (dt, 1H, J; =
8,0 Hz, J, = 1,6 Hz), 7,01 (dd,|.
1H, J, = 8,0 Hz, J, = 1,6 Hz),
7,25 (s, 1H), 8,23 (dd, 1H, J; =
8,0 Hz, J, = 1,6 Hz), 9,70 (s,
1H); m/z [M*+1] 284,9.

52

'H RMN_ (DMSO-dg) & 7,06 (t,
1H, J = 8 Hz), 7,28 (s, 1H),
7,29-7,35 (m, 1H), 8,24-8,31
(m, 1H), 10,11 (s, 1H); m/z
[M*+1] 290,9.

53

'H RMN (DMSO-dg) & 6,76-6,83
(m, 1H), 7,25-7,32 (m, 1H),
7,39 (s, 1H), 8,28-8,34 (m, 1H),
10,42 (s, 1H); m/z [M'+1]
290,9.

54

'H RMN (DMSO-ds) & 7,37 (s,
1H), 7,42 (dd, 1H, J; = 8,8 Hz,
J, = 3,0 Hz), 7,53 (d, 1H, J =
8,8 Hz), 8,06 (d, 1H, J = 3,0
Hz), 10,74 (bs, 1H); m/z [M*+1]
324,8.

55

'‘H RMN (DMSO-dg) & 7,13 (1,
1H, J = 1,2 Hz), 7,40 (s, 1H),
7,66 (d, 2H, J = 1,2 Hz), 10,86
(s, 1H); m/z [M*+1] 324,8.

56

'H RMN (DMSO-dg) & 2,23 (s,
6H), 6,61 (s, 1H), 7,16 (s, 2H),
7,29 (s, 1H), 10,16 (s, 1H); m/z
[M*+1] 282,9.

57

'"H RMN (DMSO-dg) & 7,48 (s,

1H), 7,61 (s, 1H), 8,24 (s, 2H),
11,16 (s, 1H); m/z [M'+1]
390,9.

58

'‘H RMN (DMSO-dg) & 1,06 (1,
2H, J = 7,6 Hz), 2,84 (t,2H, J =
7,6 Hz), 7,09 (s, 1H), 7,18-7,33
(m, 5H), 8,01 (s, 1H); m/z
[M*+1] 282,9.
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59 'H RMN (DMSO-dg) & 7,29 (s,
1H), 7,49 (t, 1H, J = 8,0 H2),
Br S Q 7,62-7,60 (m, 2H), 7,67 (d, 1H,
| >_NH J = 8,8 Hz), 7,92-7,96 (m, 1H),
4 8,10 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 8,21
N (d, 1H, J = 7.2 Hz), 10,42 (s,
1H); m/z [M*+1] 306,9.
60 “ / 'H RMN (DMSO-ds) & 7,66 (s,
s \ 1H), 7,94 (d, 2H, J = 5,6 H2),
‘\( -~ N 8,59 (d, 2H, J = 7,6 Hz), 12,16] |
Br—\\ _N (bs, 1H); m/z [M*+1] 255,9.
Exemplo 61
Preparacido de 4-bromo-aminotiazol
F N . F F
F Br 3\ Br
(Boc)20 \&g/ TFA
P B ——
NaOH, HoO-THF Cu, CuCl, KOAc CHCl. HN_ _S

HN__O L O.._N__S
NH, f\F Piridina T\l/l‘}/\/g 1}/\/2
Br

_Ester terc-butilico de acido (4-fluor-fenil)-carbamico

A uma solucdo de 4-fitior-fenilamina (1,11 g, 10 mmols) em THF
(30 mL), adiciona-se solugao aquosé de NaOH a 1 N (30 mL). Resfria-se a
0°C usando-se um banho de gelo e, entdo, se adiciona (Boc).0 (2,8 g, 12,8
mmols) em por¢des. A solugdo é agitada & temperatura ambiente durante 16
horas e extraida com EtOAc (30 'mL X 2). As camadas orgénicas sdo combi-
nadas, lavadas com HCl a 1N e, entdo, NaHCO; saturado. O solvente é re-
movido a vacuo, e o residuo é purificado por cromatografia de coluna (silica-
gel, hexanos-EtOAc). O produto desejado € obtido como um solido esbran-
quicado: 'H RMN (DMSO-de) & 1,46 (s, 9H), 7,08 (t, 2H, J = 8,8 Hz), 7,42-
7,48 (m, 2H), 9,37 (sb, 1H); m/z [M*+2-t-Bu] 156,0. |

Ester terc-butilico de &cido (4-bromo-tiazol-2-il)-(4-flior-fenil)-
carbamico _

Uma mistura de éster terc-butilico de “4cido (4-fldor-fenil)-
carbamico (260 mg, 1,23 mmol), 2,4-dibromotiazol (100 mg, 0,41 mmol), co-
bre em p6 (26 mg, 0,41 mmol), CuCl (41 mg, 0,41 mmol) e KOAc (40 mg,
0,41 mmol) em piridina (4 mL) é aquecida a 100°C durante 2 horas. A mistu-
ra resfriada é diluida com EtOAc (30 mL) e lavada com H2O (30 mL). A ca-
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mada organica é secada sobre Na SO, filtrada e concentrada a vacuo. O
residuo é purificado por HPLC (coluna Cyg, eluido com CH3CN/H>O com
0,035% de TFA) para fornecer o composto do titulo como um sdlido: 1H'
RMN (DMSO-dg) & 1,36 (s, 9H), 7,29 (t, 2H, J = 8,8 Hz), 7,37-7,43 (m, 3H);
m/z [M*+2-t-Bu] 316,9. |

(4-Bromo-tiazol-2-il)-(4-flGor-fenil)-amina

A uma solugédo de éster terc-butilico de acido (4-bromo-tiazol-2-
il)-(4-flaor-fenil)-carbamico (10 mg, 0,027 mmol) em cloreto de metileno 5
mL), adiciona-se TFA (1 mL). A reagdo é agitada a temperatura ambiente
durante 2 horas e concentrada. O residuo € purificado por HPLC (coluna Cis,
eluido com CH3;CN/H,O com 0,035% de TFA) para fornecer o composto do
titulo como um sélido: '"H RMN (DMSO-ds) & 6,96 (s, 1H), 7,18 (t, 2H, J = 8,8
Hz), 7,55-7,59 (m, 2H), 10,50 (s, 1H); m/z [M*+1] 273,0.

Ensaios '

Compostos da presente invengdo sdo ensaiados para medir sua
capacidade dé inibir seletivamente quinases Aurora. Além disso, 0s compos-
tos sdo ensaiados para medir sua capacidade de inibir as quinases Abl, Ber-
Abl, Bmx, CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFR3, FIt3, GSK3p, JNK1a1, Lck,
MKK4 e TrkB.

Quinase Aurora

A atividade de quinase é efetuada em ProxiPlates de 384 cavi-
dades Usando-se 0,1 ug de quinase por cavidades em tampao de quinase
(50mM de OPS, pH 7,0, 10mM de MgCl, 1mM de DTT). Os compostos séo
transferidos para cada cavidade a uma concentragéo final de 10 uM e tam-
pdo de quinase contendo 1 uM de ATP, ¥*Py-ATP. Para a determinagéo de

- ICso, usa-se a concentragéo final de 10 uM de ATP. As placas s&o incubadas

durante 1 hora & temperatura ambiente, antes de se terminar a reagao com
1M de ATP, 1mM de EDTA e 50mg/mL de giébulos de SPA (Amer-
sham/Pharmacia/GE health), e contadas em um TopCount. Compostos com
mais de 50% de inibicdo de atividade de quinase s&do testados novamente

para se determinar a ICso.
Ensaio celular: Fosforilagdo de histona H3 ser 10: cinqienta mil
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células Hela plaqueadas em placas de 12 cavidades foram tratadas com
100 ng/mL de nocodazol durante 20 horas antes de 1 hora de incubagéo
como composto. As células foram lisadas em 2x tampao de amostra. Amos-
tras de extratos celulares totais, iguais a um terco das células por cavidades,
sao submeﬁdas a SDS-PAGE e Western Blotting com antifosfo serina 10
histona H3 (Cell Signaling) para determinar o estado de fosforilagéo.

Andlise FACS: Hela sdo tratadas com composto durante varios
periodos de tempo. As células s&o tripsinizadas, lavadas uma vezem PBS e
fixadas durante 20 minutos a -20°C. As células sdo ressuspendidas em PBS,
1 mM de EDTA, 100 ng/mL de RNase e incubadas durante 30 minutos a
37°C, antes da adigdo de 10 ug/mL de concentragéo final de iodeto de pro-
pidio (Pl). A distribuicdo de ciclo celular é determinada em um Beckman
FACScalibur® (BD Biosciences) e analisada em um FlowJo® (Treestar).

Micoscopia de alta produgdo (HTM): Alternativamente, a distribu-
icdo de ciclo celular é quantificada usando-se um sistema de microscopia
confocal com uma capacidade de formar imagens de uma placa de 384 ca-
vidades, da seguinte maneira; Quatro mil células Hela sdo plaqueadas em
cada cavidade de uma placa de 384 cavidades, 24 horas depois, cdncentré-
coes variaveis de compostos séo adicionadas, e as placas séo fixadas em
paraformaldeido a 4% e tingidas.com DAPI. Realiza-se a aquisicao automa-
tizada de imagem de cada cavidade, que é analisada em um Microscopio de
Alta Producdo EIDAQ 100 (HTM) (Q3DM/Beckman Coulter).

Ensaio de proliferagdo celular: as células sdo plaqueadas em
placas de 96 cavidades e submetidas a diluicoes seriadas do composto.
Quarenta e oito horas depois, a viabilidade celular é medida usando-se um
CellTiter96® (Promega), de acordo com 0 protocolo do fabricante.

Microscopia: células Hela sdo plaqueadas sobre laminulas e
submetidas a varios tratamentos com composto 20 horas depois. Os trata-
mentos com composto sdo terminados por lavagem das laminulas duas ve- .
zes com PBS e fixagdo em paraformaldeido a 4% a 37°C durante 10 minu-
tos. As laminulas sdo lavadas em PBS e subseqlientemente incubadas em
solugdo de bloqueio (PBS 0,1% de Triton X-100 e 5% de BSA) durante um
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minimo de 1 hora. As laminulas so tingidas durante 1 hora com antifosfo
serina 10 histona H3 a 1:300 em solugéo de blogueio, 5% de BSA, seguido
por incubagdo durante 1 hora de Cy3 anticoelho a 1:1000 em solugao de'
bloqueio. Em alguns casos, as laminulas também sdo tingidas com anti-B-
tubulina marcada com FITC em solugdo de bloqueio.

Inibigao da proliferacdo celular dependente de BCR-AbI (Método
de Alta Produgéo)

A linhagem celular muridea usada é a linhagem de células pro-
genitoras hemopoiéticas 32D transformada com cDNA de BCR-Ab! (32D-
p210). Essas células sao mantidas em RPMI/10% de soro de novilho fetal
(RPMI/FCS) suplementado com penicilina a 50 pug/mL, estreptomicina a 50
ug/mL e L-glutamina a 200 mM. Células 32D nao transformadas sao igual-
mente mantidas com a adigdo de 15% de meio condicionado WEHI como
uma fonte de IL3. |

50 puL de uma suspensdo de celulas 32D ou 32D-p210 sao
plaqueados em .microplacas de 384 cavidades Greiner (pretas) a uma
densidade de 5.000 células por cavidade. 50 nL do composto de teste (1 mM
em solucdo de estoque em DMSO) s&o adicionados a cada cavidade
(STI571 é incluido como um controle positivo). As células sao incubadas du-
rante 72 horas a 37°C, 5% de CO,. 10 uL de uma solugéo de Azul Alamar a
60% (Tek diagnostics), sdo adicionados a cada cavidade, e as células séo
incubadas durante mais 24 horas. A intensidade de fluorescéncia (excitagao
a 530 nm, emissdo a 580 nm) é quantificada usando-se o sistema Acquest®
(Molecular Devices). ’

Inibicdo da proliferagéo celular dependente de BCR-AbI

Células 32D-p210 sdo plaqueadas em placas TC de 96 cavida-
des a uma densidade de 15.000 células por cavidade. 50 uL de diluicdes
seriadas duas vezes do composto de teste (Cmax € 40 uM) s&o adicionados a
cada cavidade (STI571 é incluido como um-controle positivo). Depois de in-
cubar as células durante 48 horas a 37°C, 5% CO», 15 uL de MTT (Prome-
ga) sdo adicionados a cada cavidade, e as células sdo incubadas durante

mais 5 horas. A densidade éptica a 570 nm é quantificada espectrofotometri-
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camente, e os valores de ICsp, a concentragdo de composto requerida para
50% de inibicdo, sdo determinados a partir de uma curva de resposta a do-
se. |

Efeito sobre a distribuigcao de ciclo celular _

Células 32D e 32D-p210 _séo plaqueadas em placas TC de 6
cavidades a 2,5 x 10° células por cavidade em 5 mL de meio, e composto de
teste a 1 ou 10 uM é adicionado (STI571 é incluido como um controle). As
células sio, entdo, incubadas durante 24 ou 48 horas a 37°C, 5% de CO,. 2
mL de suspensédo de células sdo lavados com PBS, fixados em EtOH a 70%
durante 1 hora e tratados com PBS/EDTA/RNase A durante 30 minutos. Adi-
ciona-se iodeto de propidio (Cf = 10 pg/mL), e a intensidade de fluorescéncia
é quantificada por citometria de fluxo no sistema FACScalibur® (BD Biosci-
ences). Os compostos de teste da presente invengao demonstram um efeito
apoptético nas células 32D-p210, mas nao induzem apoptose nas células de -
origem 32D.

Efeito sobre a autofosforilagio celular de BCR-Abl
A autofosforilagdo de BCR-Abl é quantificada com Elisa de cap-

tura usando-se um anticorpo de captura especifico c-abl e um anticorpo anti-
fosfotirosina. As células 32D-p210 sdo plaqueadas em placas TC de 96
cavidades a 2 x 10° células por cavidade em 50 uL de meio. 50 ulL de

“diluigbes seriadas de duas vezes dos compostos de teste (Cmax € 10uM) séo

adicionados a cada cavidade (STI571 é incluido como um controle positivo).
As células sdo incubadas durante 90 inutos a 37°C, 5% de CO.. As células
sdo, entdo, tratadas durante 1 hora em gelo com 150 pL de tampao de lise
(50 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 1560 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 1 mM de
EGTA e 1% de NP-40) contendo inibidores de proteasé e fosfatase. 50 uL de
lisado celular sdo adicionados a optiplacas de 96 cavidades previamente
revestidas com anticorpo especifico anti-abl e bloqueadas. As placas sao
incubadas durante 4 horas a 4°C. Depois de lavar com tampao TBS-Tween
20, 50 uL de anticorpo antifosfotirosina conjugado a fosfatase alcalina sao
adicionados, e a placa é adicionalmente incubada durante uma noite a 4°C.
Depois de lavar com tampdo TBS-Tween 20, 90 L de um substrato lumi-
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nescente sao adicionados, e a Iur_ninescéncia é quantificada usando-se o
sistema Acquest™ (Molecular Devices). Os compostos de teste da invengéo
que inibem a proliferacao de células que expressem BCR-ADbI, inibem a auto-v
fosforilagéo celular de BCR-Abl de maneira dependente da dose.

Efeito sobre a proliferacdo de células que expressam formas mu-
tantes de Bcr-abl | |

Os compostos da invengdo séo testados quanto a seu efeito an-
tiproliferativo em células Ba/F3 que expressam o tipo selvagem ou formas
mutantes de BCR-Abl (G250E, E255V, T315l, F317L, M351T) que confere
resisténcia ou sensibilidade diminuida a STI571. O efeitb antiproliferativo
desses compostos sobre célu]as que expréssam BCR-Abl mutante e sobre
células nao transformadas foi testado a 10, 3,3, 1,1 e 0,37 uM conforme a-
cima descrito (em meios desprovidos de IL3). Os valores de |Cso dos com-
postos desprovidos de toxicidade sobre as células nao transformadas foram
determinados a partir das curvas de resposta a dose obtidas conforme acima
descrito.

FGFR3 (Ensaio Enzimatico)
O ensaio de atividade de quinase com FGFRS purificada (Upsta-

te) é realizado em um volume final de 10 pL contendo 0,25 ug/mL de enzima
em tampao de quinase (30 mM de Tris-HCI pH 7,5, 15 mM de MgCl,, 4,5
mM de MnCly, 15 uM de Na3VO, e 50 ug/mL de BSA) e substratos (5 pg/mL
de biotin-poli-EY(Glu, Tyr) (CIS-US, Inc.) e 3 uM de ATP). Duas solugoes
sdo preparadas: a primeira solugdo de 5 plL contendo a enzima FGFR3 em

| tampéo de quinase foi primeiro distribuida em ProxiPlate® no formato 384

(Perkin-Elmer), seguido pela adigdo de 50 nL de compostos dissolvidos em

- DMSO, entéo, 5 uL da segunda solugédo, contendo o substrato (poli-EY) e

ATP em tampao de quinase, foram adicionados a cada cavidade. As reagoes
s&o incubadas a temperatura ambiente durante uma hora, interrompidas pe-
la adicdo de 10 pL de mistura de deteccdo HTRF, que contém 30 mM de
Tris-HCI pH 7,5, 0,5 M de KF, 50 mM de ETDA, 0,2 mg/mL de BSA, 15

| ug/mL de estreptavidina-XL665 (CIS-US, Inc.) e 150 ng/mL de anticorpo anti-

fosfotirosina conjugado a criptato (CIS-US, Inc.). Apés uma hora de incuba-
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¢ao a temperatura ambiente para permitir a interacao estreptavidina-biotina,
os sinais fluorescentes resolvidos no tempo sao lidos em um Analyst GT
(Molecular Devices Corp.). Os valores de ICs s&o calculados por analise de
regressao linear da porcentagem de inibi¢ao de cada composto a 12 concen-
tracoes (diluigbes a 1:3 de 50 uM a 0,28 nM). Nesse ensaio, os compostos
da invencdo tém uma ICso Na faixa de 10 nM a 2 uM. |

FGFR3 (Ensaio Celular)

Os compostos da inveng¢éo séo testados quanto a sua capacida-
de de inibir a proliferagédo de células Ba/F3-TEL-FGFR3 transformadas, que
é dependente da atividade de quinase celular FGFR3. Ba/F3-TEL-FGFR3
sdo cultivadas a até 800.000 células/mL em suspensdo com RPMI 1640 su-

plementado com 10% de soro bovino fetal como o meio de cultura. As célu-
las sdo distribuidas na placa de formato 384 cavidades a 5.000 célu-
las/cavidade em 50 uL de meio de cultura. Os compostos da invengao séao -
dissolvidos e diluidos em sulféxido de dimetila (DMSO). Preparam-se dilui-
¢Oes seriadas a 1:3 de doze pontos em DMSO para criar um gradiente de
concentragao variando tipicamente de 10 mM a 0,05 uM. As células séao adi-
cionadas com 50 nL de compostos diluidos e incubadas durante 48 horas
em um incubador de cultura celular. AlamarBlue® (TREK Diagnostic Sys-
tems), que pode ser usado para monitorizar o ambiente redutor criado pelas
células em proliferagdo, é adicionado as células a concentragao final de
10%. Depois de mais quatro horas de incubag@o em um incubador de cultura
celular a 37°C, os sinais de fluorescéncia do AlamarBlue® reduzido (excita-
¢édo a 530 nm, emissdo a 580 nm) s&o quantificados em um Analyst GT (Mo-
lecular Devices Corp.). Os valores de ICso s&o calculados por andlise de re-
gressao linear a porcentagem de inibicdo de cada composto a 12 concentra-
coes. |
FLT3 e PDGFRp (Ensaio Celular)

Os efeitos de compostos da invengdo sobre a atividade celular

de FLT3 sdo conduzidos usando-se métodos idénticos aos descritos acima
Vpara atividade celular de FGFR3, exceto que, em vez de usar Ba/F3-TEL-
FGFRS3, usa-se Ba/F3-FLT3-ITD. '
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Upstate KinaseProfiler® — Ensaio de ligacdo a filtro radioenzimatico
Os compostos da invengdo sdo avaliados quanto a sua capaci-

dade de inibir membros individuais do painel de quinases. Os compostos sao
testados em duplicata a uma concentragéo final de 10 1M segundo esse pro-
tocolo genérico. Deve-se notar que a composicao do tampéao de quinase e
os substratos variam para as diferentes quinases incluidaé no painel "Upsta-
te KinaseProfiler®. Tampdo de quinase (2,5 ul, 10x — contendo MnCl,
quando requerido), quinase ativa (0,001 — 0,01 Unidade; 2,5 uL), peptidio
especifico ou Poli(Glu4-Tyr) (5 — 500 uM ou 0,01 mg/mL) em tampao de qui-
nase e tampéao de quinase (50 uM; 5 pL) sdo misturados ém um Eppendorf
em gelo. Uma mistura de Mg/ATP (10 pL; 67,5 (ou 33,75) mM de MgCl,, 450
(ou 225) uM de ATP e 1 uCi/uL de [y-**P]-ATP (3,000 Ci/mmol)) é adiciona-
da, e a mistura de reacgdo é incubada a cerca de 30°C durante cerca de 10
minutos. A mistura de reagdo aplicada (20 uL) sobre um quadrado de papel
de 2cm x 2cm P81 (fosfocelulose, para substratos peptidicos positivamen'te
carregados)-ou Whatman No. 1 (para substrato peptidico Poli (Glu4-Tyr)). Os
quadrados de ensaio sdo lavados 4 vezes, durante 5 minutos cada, com aci-
do fosférico a 0,75%, e lavados uma vez com acetona durante 5 minutos. Os
quadrados de ensaio sdo transferidos para um frasco de cintilagdo, 5 mL de
coquetel de cintilagdo sdo adicionados, e a incorporagao de %p (cpm) ao
substrato peptidico é quantificada com um contador de cintilagado Beckman.
A porcentagem de inibigdo ¢ calculada para cada reagao.

Os compostos de Férmula 1, em forma livre ou em forma de sal
farmaceuticamente aceitavel, exibem propriedades farmacoldgicas valiosas,
por exemplo, conforme indicado pelos testes in vitro descritos neste pedido. |

Por exemplo, os compostos de Formula | mostram, de preferéncia, uma ICs0

na faixa de 1 x 107%a 1 x 10° M, de preferéncia menor que 1 uM, mais pre-

ferivelmente menor que 250 nM, mais preferivelmente menor que 100 nM.
Os compostos de Foérmula I, a uma concentragdo de 10 uM, mostram, de
preferéncia, uma porcentagem de inibicdo maior que 50%, de preferéncia
maior que 80%, contra as quinases Abl, Aurora-A, Bcr-Abl, Bmx,
CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFRS3, FIt3, GSK3B, JNK1al, Lck, MKK4 e TrkB.
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Deve-se entender que os exemplos e modalidades aqui descri-
tos sdo apenas para fins ilustrativos, e que varias modificagoes ouaitera-
coes a sua luz serdo sugeridas aqueles versados na técnica e devem ser
incluidos dentro do espirito e alcance deste pedido e &mbito das reivindica-'
¢bes anexas. Todas as publicagdes, patentes e pedidos de patentes aqui

citados sdo aqui incorporados por referéncia para todas as finalidades.
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REIVINDICAGOES

1. Composto de Formula I:
R3
S
sy
N

2

0O

(R1)\"/ m N

” A \ é{
= I

em que:

n é selecionadode 0, 1,2 e 3;

m éselecionadodeOe1;

R, ¢ selecionado de halo, ciano, hidréxi, nitro, Cq.¢ alquila, Cis
alcéxi, Cy. alquil halossubstituido, C1.¢ alcoxi halossubstituido, -S(0)o-2Rs,
-NRsRs, -C(O)NRsRs, -C(O)NRsRe, - C(O)NRsXORs, -C(O)NRsXNRsRs, -ORe,
-C(O)ORs, -NRsC(O)Rs; em que cada Rs € independentemente selecionado
de hidrogénio e C1. alquila; e Rs é selecionado de Ce.10 aril-Co.4 alquila, Ci-10
heteroaril-Co.4 alquila, Cs.12 cicloalquil-Co.4 alquila e Csg heterocicloalquil-Co.4
alquila; ou, quando n.é 2, dois radicais R, adjacentes, juntamente com os
atomos aos quais estao ambos Iigados, formam fenila;

R,  é hidrogénio e metila;

Rs é halo;

) R, ¢é selecionado de hidrogénio, halogénio e Ci.¢ alquila; ou Rs
e R4 juntamente com os atomos aos quais Rs e R, estdo ligados formam fe-
nila; e o anel A pode opcionalmente ter até trés grupos =C- substituidos por
=N-: e seus sais, hidratos, solvatos e isdmeros farmaceuticamente aceita-
veis.

2. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1, em que o anel A
é selecionado de fenila, piridinila e naftila; m é zero; Rs ¢é halo e R4 é hidro-
génio.

3. Composto, de acordo com a reivindicagdo 2, em que Ry é se-
lecionado de metila, hidréxi, metoxi, cloro, fidor, bromo, carboxi, amino, cia-
no, nitro, metil-sulfanila, trifluorometdxi, trifluorometila, metil-carbonila, etoxi-
carbonila, -C(O)NHRe, -C(O)NH(CH2)2OCHs, -C(O)NHCH(CH3)CH.OCHs,
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-C(O)N(CHa)(CH2)20CHs, -C(O)NH(CH2)20H, -C(O)NH(CHz)2N(CHa)z,
-C(O)NH(CHQ)QN(CZHS)Q, -C(O)NHCHgz, -NHC(O)Rs, -NHC(O)CHj3 e -ORg; em
que Rs ¢ selecionado de fenila, morfolino-etila, piridinila e pirrolidinil-etila.

4. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, selecionado de
(5-bromo-tiazol-2-il)-p-tolil-amina; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-fenol; (5-bro-
mo-tiazol-2-il)-(4-metodxi-fenil)-amina;  acido 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-
benzdico; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-morfolin-4-iI-etil)—benZamida; 4-
(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-metdxi-etil)-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-
[4-(1-metilamino-vinil)-fenil]-amina; acido 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-ben-
zoico; N-[4-(5¢bromo-tiazo|-2-ilamino)-fenil]-benzamida; N-[4-(5-bromo-tiazol-
2-ilamino)-fenil)-acetamida; 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-metdxi-etil)-ben-
zamida; 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-metil-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-
iI)-[4-(piridin-4-iléxi)—féni|]-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-cloro-fenil)-amina;

benzotiazol-2-il-(4-flior-fenil)-amina, 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-hidro- -

‘xi-etil)-benzamida; 4-(5-bromo-tiazol-2-iIamino)-N-(2-dimetiIamino-etil)-ben-

zamida; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-dietilamino-etil)-benzamida; N-(5-
bromo-tiazol-2-il)-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-(3-fltor-fenil)-amina; (5-
bromo-tiazol-2-il)-(3-trif|uorometi|-fenil)-amina; (5-brorho-tiazol-2-iI)-(3-met()xi-
fenil)-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-m-tolil-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-piridin-2-

il-amina; N-(5-bromo-tiazol-2-il)-benzeno-1,4-diamina; 1-[4-(5-bromo-tiazol-2-

" ilamino)-fenil]-etanona; éster etilico de acido 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-

benzéico; (5-bromo-tiazol-2-il)-piridin-4-il-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-piridin-
3-il-amina; N-(5-bromo-tiazol-2-il)-benzamida; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-trifluo-
rometil-fenil)-amina; éster etilico de acido 3-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-
benzéico; (5-bromo-tiazol-2-il)-fenil-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(2-metoxi-
fenil)-amina; (5-bromo-tiazo|-2-iI)-(4-f|tjor-fenil)-amina§ (5-cloro-tiazol-2-il)-(4-
fiior-fenil)-amina; (4-flior-fenil)-(5-iodo-tiazol-2-il)-amina; 4-(5-bromo-tiazol-
2-ilamino)-benzonitrila; (5-bromo-tiazol-2-il)-o-toli-amina; (5-bromo-tiazol-2-
il)-naftalen-1-il-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(2-flior-fenil)-amina; 3-(5-bromo- :
tiazol-2-ilamino)-benzonitrila; (5-bromo-tiazol-2-il)-'(3-metiIsulfanil-fenil)—ami-
na; (4-bromo-fenil)-(5-bromo-tiazol-2-il)-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-fendxi-

fenil)-amina; (5-bromo-tiazol-2-il)-(4-nitro-fenil)-amina; 4-(5-bromo-tiazol-2-
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ilamino)-N-(2-pirrolidin-1-il-etil)-benzamida; 4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-
metoxi-1-metil-etil)-benzamida; e .4-(5-bromo-tiazol-2-ilamino)-N-(2-met()xi-
etil)-N-metil-benzamida. ' |

5. Composicao farmacéutica compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um cbmposto como definido na reivindicagao 1
em combinagdo com um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

6. Método para o tratamento de uma doenga em um animal, em
que a inibicdo da atividade de quinase possa prevenir, inibir ou melhorar a
patologia e/ou sintomatologia da doenga, esse método compreendendo a
administragdo ao animal de uma quantidade terapeuticaménte eficaz de um
composto como definido na re‘ivindicagéo 1.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 6, em que a quinase €
selecionada de Abl, Aurora-A, Ber-Abl, Bmx, CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FG-
FR3, FIt3, GSK3B, JNK1a1, Lck, MKK4 e TrkB.

8. Uso de um composto como definido na reivindicagao 1 na fa-

" bricagdo de um medicamento para o tratamento de uma doenga em um ani-

mal em que a atividade de quinase de Abl, Aurora-A, Bcr-Abl, Bmx,
CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFR3, FIt3, GSK3p, JNK1a1, Lck, MKK4 e TrkB

contribua para a patologia e/ou sintomatologia da doenca.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "COMPOSTOS E COMPOSICOES COMO INIBIDO-
RES DE PROTEINA QUINASE". '

A presente invengdo refere-se a uma classe de compostos,
composi¢bes farmacéuticas compreendendo esses compostos e métodos de
uso desses compéstos para tratar ou prevenir doengas ou disturbios associ-
ados a atividade de quinase anormal ou desregulada, particularmente doen-
¢as ou disturbios que envolvam ativagdo anormal das quinases Abl, Aurora-
A, Ber-Abl, Bmx, CDK1/ciclinB, CHK2, Fes, FGFR3, FIit3, GSK3p, JNK1al,
Lck, MKK4 e TrkB quinases.
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