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COMPOSI CAO FARMACEUTICA PARA PREVENIR ou TRATAR LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA OU CANCER DE MAMA METASTATICO

Campo técnico

[001] A presente invencéao refere-se a uma composigado
farmacéutica para prevenir ou tratar leucemia mieloide aguda ou
cédncer de mama metastatico, compreendendo, como um ingrediente
ativo, um derivado de indirubina.

Técnica anterior

[002] A tirosina guinase-3 similar a FMS (FLT-3), uma tirosina
gquinase receptora que pertence a familia RTK do tipo III,
desempenha uma funcdo importante na sobrevivéncia e proliferacédo
de células hematopoieticas [1]. A ativacdo de FLT3 é iniciada
pela ligagcdo do ligando de FLT3, que ¢é expressado por células
estromais, para o receptor. Como resultado, a dimerizacgdo do
receptor FLT3 e a autofosforilagdo acionam as vias de
sinalizacdo de downstream, dgque sdo categorizadas em vias de
sinalizacdo PI3K/AKT, RAS/MAPK e STAT5 [2]. O receptor FLT3 é
expressado em niveis elevados em 70 a 100% das células de LMA. A
importéncia de FLT3 na leucemia tem sido amplamente investigada,
e a populagcdo das mutacdes de FLT3 tem sido informada como
aproximadamente 1/3 de todos os pacientes de LMA [3]. Dois tipos
importantes de mutacdes de FLT3 tém sido identificados até
agora: mutacdes de duplicagdo sequencial (ITD) na regiédo
justamembrana e mutacgdes pontuais no dominio da quinase [4].
Essas mutacdes tém uma influéncia de progndéstico adverso na
falha da quimioterapia e recidiva [5-8]. Além disso, estudos
recentes tém mostrado que as mutacdes de FLT3-ITD representam
uma mutacdo driver para a progressdo da LMA e alvos terapéuticos
vdlidos na LMA [9-10]. Portanto, muitos pesquisadores e empresas
farmacéuticas tém se empenhado na tentativa de encontrar
inibidores de FLT3 como possiveis agentes terapéuticos para LMA.
[003] Tém sido informados varios candidatos clinicos
direcionados a FLT3, incluindo (111, midostaurin (121,
tandutinib [13], sorafenib [14], KW-2449 [15] equizartinib [16].
Entre eles, lestaurtinib e midostaurin sdo derivados de

indolocarbazol e inibidores de tirosina gquinase multialvo bem
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conhecidos. Tandutinib, um composto de piperazinil-guinazolina,
inibe a FLT3 bem como c-Kit e PDGFR. A maioria desses inibidores
foi redirecionada para a LMA pela inibicdo da mutacdo de FLT3-
ITD a partir de seu propdsito inicial de atingir outras
guinases. Além disso, o palbociclib, que foi usado como um
agente terapéutico para o céncer de mama como um inibidor de
FLT3 tem sido considerado eficaz no tratamento dos pacientes de
LMA e, assim, pode ser considerado que os 1inibidores de FLT3
podem ser usados para o cancer de mama e a leucemia mieloide
aguda.

[004] Parece que a maioria dos inibidores de FLT3 atuais séo
ineficazes principalmente devido a baixa eficdcia e seletividade
desejada, exceto para quizartinib [17-207. Portanto, o
desenvolvimento dos potentes 1inibidores de quinase FLT3 &
fortemente necessario atualmente.

[005] Varios documentos e patentes tém sido citados em toda a
presente especificacdo e suas citagdes tém sido indicadas. O
contetdo dos documentos e patentes citados é incorporado aqui
por referéncia em sua integridade, e o nivel do campo técnico ao
qual a presente invencdo pertence e o contetdo da presente
invencdo serdo descritos com mais clareza.
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(1993) 815-822.

[2] D.L. Stirewalt, J.P. Radich, The role of FLT3 in
haematopoietic malignancies, Nat. Rev. Cancer. 3 (2003) 650-665.
[3] M. Nakao, S. Yokota, T. Iwai, H. Kaneko, S. Horiike, K.
Kashima, Y. Sonoda, T. Fujimoto, S. Misawa, Internal tandem
duplication of the flt3 gene found in acute myeloid leukemia,
Leukemia. 10 (1996) 1911-1918.

[4] Y. Yamamoto, H. Kiyoi, Y. Nakano, R. Suzuki, Y. Kodera, S.
Miyawaki, N. Asou, K. Kuriyama, F. Yagasaki, C. Shimazaki, H.

Akiyama, K. Saito, M. Nishimura, T. Motoji, K. Shinagawa, A.



3/47

Takeshita, H. Saito, R. Ueda, R. Ohno, T. Naoe, Activating
mutation of D835 within the activation loop of FLT3 in human
hematologic malignancies, Blood. 97 (2001) 2434-2439.
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Divulgagédo

Problema técnico

[006] Os presentes inventores empenharam grandes esforcos para
descobrir novos compostos possuindo uma capacidade inibidora de
FLT3 gquinase. Como resultado, eles identificaram gue compostos
derivados de indirubina predeterminados podem inibir
efetivamente a FLT3 quinase, completando assim a presente
invencéao.

[007] Portanto, um objetivo da presente invencdo é fornecer um
novo composto que tem uma capacidade inibidora de FLT3, um sal
aceitédvel farmaceuticamente, um solvato ou um hidrato do mesmo.
[008] Outro objetivo da presente invencdo ¢é fornecer uma
composicdo farmacéutica para prevenir ou tratar a leucemia

mieloide aguda.
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[009] Ainda outro objetivo da presente invencdo é fornecer uma
composicdo farmacéutica para prevenir ou tratar o cancer de mama
metastatico.

[010] Outros objetivos e vantagens da presente invencdo serdo
evidentes com base na descricdo detalhada Jjuntamente com as
reivindicacdes e desenhos anexos.

Solucdo técnica

[011] De acordo com um aspecto da presente invencdo, a presente
invengdo fornece um composto representado pela Férmula Quimica 1
abaixo, um sal farmaceuticamente aceitdvel, um solvato ou um

hidrato do mesmo:

Férmula quimica 1

R3 R2

[012] Na férmula gquimica 1, R; é hidrogénio, fluoro ou hidroxi,
R, é hidrogénio, haldégeno, nitro, carboxil, C;-C, alquil éster ou

C:-C4 alcoxi substituido ou ndo substituido por haldégeno e R; é

Ji:w//ﬁ\\m’/ﬁ\w
N
. . . fi\\/’/,\\‘NHz-HC| ™ 2He
hidrogénio, 2-bromoetil, ,

. SN SN

NH -2HCI -HCl

’

-HCI

14

4
N/\l MN
O.Hel
l\‘ng’ NH, -2HCI o

’

//J:::::jHaHm
N
H .

14

¢ ¢

u

3



8/47

[013] Os presentes inventores empenharam grandes esforcos para
desenvolver novos inibidores de FLT3 quinase e, como resultado,
eles identificaram que compostos derivados de indirubina
predeterminados podem inibir efetivamente a FLT3 quinase.

[014] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o Rs

da presente invencéao é qualquer um dos substituintes
selecionados do grupo que consiste em 2-bromoetil,
Ji:V//\\N//\\W Jiiv//\\w’/\\w
fi\\/’/ﬁ\\ L\\\/,/N\\ NH -2HC
NHy - HCl -2Hcl
’ ou .
[015] Mais preferencialmente, o Rs; da presente invencdo &

qualgquer um dos substituintes selecionados do grupo que consiste

em ,

ainda mais preferencialmente, ? ou
)JJ\/\N/\l
L\\\//,NH~2HC

[016] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o R;
da presente invencdo ¢é C;-C4 alquil éster. O algquil C1-C4
substituinte incluido no alquil C;-C; éster de uma representacao
especifica da presente invencdo inclui grupos de C;-Cs; alquil
reto ou ramificado e, especificamente, pode ser, por exemplo,
metil, etil, n-propil, isopropil, n-butil, sec-butil, iso-butil
ou tert-butil. Quando o R; da presente invencdo é um substituinte
alquil éster de um composto em vez de um substituinte carboxil
de um composto, ele tem um valor menor de ICsy para a FLT3
quinase e, portanto, pode ser mais eficaz na inibicdo da FLT3

quinase.



9/47

[017] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o R;
da presente invencdo ¢é haldgeno. Especificamente, o haldgeno
pode ser fltor, cloro, bromo ou iodo.

[018] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o R;
da presente invencéao é C1—Cq4 alcoxi substituido ou nao
substituido por haldgeno. O C;-C; alguil substituinte incluido no
C:-C4 alcoxi de uma representacdo especifica da presente invencéo
inclui grupos de C1—-Cq4 alquil reto ou ramificado,
especificamente, pode ser, por exemplo, metil, etil, n-propil,
iso -propil, n-butil, sec-butil, iso-butil ou tert-butil.
Especificamente, o C;-C; alcoxi substituido por halbdgeno pode ser
C1-C4 alcoxi fluoreto e, mais especificamente, trifluorometoxi.
[019] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o
éster de C;-C, algquil da presente invencdo é metil éster.

[020] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o R;
da presente invencgdo é C;-C; alquil éster e Rs é qualgquer um dos

substituintes selecionados do grupo que consiste em

’
[021] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o
composto representado pela Férmula Quimica da presente invencdo
pode ser qualquer um selecionado do grupo que consiste nos
seguintes compostos: metil (22,3E) -2 —-oxo-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)—-[2,3’-biindolinilideno] -5’ -carboxilato di-

hidrocloreto (Composto 4), metil (2Z,3E)-3-(hidroxi-imino)-2’-

oxo-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato (Composto 1), metil
(272,3E)-3-((2-bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno]-
5’ —carboxilato (Composto 2), metil (2Z,3E)=-3-((2-

aminoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3’-biindolinilideno] -5’ -carboxilato
hidrocloreto (Composto 3y, metil (22,3E)=-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-2’'-oxo-[2,3’'-biindolinilideno]-
5’ -carboxilato di-hidrocloreto (Composto 5), metil (2Z,3E)-3-
((2-morfolinoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5"-

carboxilato hidrocloreto (Composto o), (22,3E)=-3-((2-
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bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2, 3’ -biindolinilideno]-5’-4cido
carboxilico (Composto 8), (272,3E)-3-((2-aminoetoxi)imino)-2' -
oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5’"-4acido carboxilico hidrocloreto
(Composto 9), (2Z,3E)-2’'-0ox0-3-((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino) -
[2,3"-biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico di-hidrocloreto
(Composto 10), (272,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3’-biindolinilideno]-5’-4cido
carboxilico di-hidrocloreto (Composto 11), (27,3E)=-3-((2-
morfolinoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5"-
carboxilato hidrocloreto (Composto 12), (27,3E)-5-hidroxi-3-((2-
(d-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-5’"-nitro-[2,3'-
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 14), (27Z,3E)-
3-((2-aminoetoxi)imino) -5’ -nitro-[2, 3’ -biindolinilideno] -2’ -ona

hidrocloreto (Composto 15), (27Z,3E)-5"-nitro-3-((2-(piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 106), (22,3E)-5-fluoro-5'-nitro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto
(Composto 17), (2Z,3E)-5-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3’-biindolinilideno]-2’'-ona di-

hidrocloreto (Composto 18), (27,3E)-5-fluoro-5"-nitro-3-((2-
(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 19), (272,3E)-5-fluoro-5"-nitro-3-((2-
(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 20), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 21), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno]-2’-ona
di-hidrocloreto (Composto 22), (2Z2,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona
hidrocloreto (Composto 23), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 24), (22,3E)-3-((2- (4-aminopiperidin-1-
il)etoxi)imino)-5,5"-difluoro-[2,3’-biindolinilideno]-2'-ona di-
hidrocloreto (Composto 25), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperidin-4-ilamino)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno] -2’ -ona

di-hidrocloreto (Composto 26), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
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morfolinoetoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona
hidrocloreto (Composto 27), (2Z,3E)-5"-fluoro-3-((2-(piperazin-

l1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto

(Composto 33), (2Z2,3E)-5"-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 34), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 35), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2-(pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 36), (272,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2'-ona di-

hidrocloreto (Composto 37), (2%Z,3E)-5'-cloro-3-((2-(piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 38), (2Z2,3E)-5"-cloro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 39), (2Z,3E)-5" -bromo-3-( (2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 40), (27, 3E) -5’ -bromo-3-( (2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 41), (22,3E)-5"-iodo-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 42), (272,3E)-5"-iodo-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 43), (22,3E)-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino) -5’ -

(trifluorometoxi)-[2,3"-biindolinilideno]-2"-ona di-hidrocloreto
(Composto 44), (22,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-(trifluorometoxi)-[2,3’-biindolinilideno]-2'-
ona di-hidrocloreto (Composto 45), (272,3E)-5"-metoxi-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 46) e (272, 3E)=-5"-metoxi-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno]-2’-ona
di-hidrocloreto (Composto 47).

[022] Em uma representacdo especifica da presente invencdo, o
composto representado pela Férmula Quimica 1 da presente
invencdo pode ter um valor de ICsy para a inibicdo de FLT3 de 100

nM ou menos. Mais especificamente, o composto representado pela
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Férmula Quimica 1 pode ter um valor de ICsg para a inibicdo de
FLT3 de 50 nM ou menos, ainda mais especificamente, 40 nM ou
menos, ainda mais especificamente, 35 nM ou menos, ainda mais
especificamente, 30 nM ou menos, ainda mais especificamente, 25
nM ou menos, ainda mais especificamente, 20 nM ou menos, ainda
mais especificamente, 15 nM ou menos e ainda mais
especificamente, 10 nM ou menos.

[023] De acordo com outro aspecto da presente invencdo, a
presente invencdo fornece uma composicdo farmacéutica para
prevenir ou tratar leucemia mieloide aguda ou céncer de mama
metastatico, incluindo: (a) um composto representado pela
Férmula Quimica 1 abaixo, um sal aceitédvel farmaceuticamente, um
solvato ou um hidrato do mesmo; e (b) um portador aceitéavel

farmaceuticamente:

Férmula quimica 1

R3 R2

[024] Na Foérmula quimica 1, R; é hidrogénio, fluoro ou hidroxi,
R, é hidrogénio, haldégeno, nitro, carboxil, C;-C, alquil éster ou

C:1-C4 alcoxi substituido ou ndo substituido por haldégeno e Rs; é

Iﬁ\/\“/\
N
fi\\’//N\\NHyHCI ™ 2Hel

hidrogénio, 2-bromoetil, P ’
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[025] De acordo com uma representacdo da presente invencdo, o
composto representado pela Foérmula Quimica 1 pode ser qualquer
um selecionado no grupo que consiste nos seguintes compostos:
metil (272,3E) -2"-ox0-3-((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3' -
biindolinilideno]-5'-carboxilato di-hidrocloreto (Composto 4),
metil (2Z,3E)-3-(hidroxi imino)-2’-oxo-[2,3’-biindolinilideno]-
57’ -carboxilato (Composto 1), metil (27,3E)=-3-((2-
bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3’-biindolinilideno] -5’ -carboxilato

(Composto 2), metil (272,3E)-3-((2-aminoetoxi) imino) -2’ -oxo-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto

3), metil (2Z,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino) -2’ -

oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5’"-carboxilato di-hidrocloreto
(Composto 5), metil (27Z,3E)-3-((2-morfolinoetoxi)imino)-2’-oxo-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto
o), (2Z2,3E)-3-(hidroxi-imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5"-
dcido carboxilico (Composto 7), (2Z,3E)-3-((2-bromoetoxi)imino)-
2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -acido carboxilico (Composto
8), (272,3E)-3-((2-aminoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’-4cido <carboxilico hidrocloreto (Composto
9), (2Z,3E) -2’ -ox0-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’ -

biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico di-hidrocloreto (Composto
10), (272,3E) -3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino) -2’ -oxo-
[2,3"-biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico di-hidrocloreto
(Composto 11), (2Z,3E)-3-((2-morfolinoetoxi)imino)-2’"-oxo-[2,3’~-
biindolinilideno]-5’-carboxilato hidrocloreto (Composto 12),
(2Z,3E)-5-hidroxi-3- (hidroxi-imino)-5"-nitro-[2,3’ -

biindolinilideno]-2’-ona (Composto 13), (2Z,3E)-5-hidroxi-3-((2-
(d-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-5'-nitro-[2,3'~-

biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 14), (27,3E)-



14/47

3-((2-aminoetoxi)imino) -5’ -nitro-[2, 3’ -biindolinilideno] -2’ -ona

hidrocloreto (Composto 15), (2Z,3E)-5'"-nitro-3-((2-(piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto l6), (2Z2,3E)-5-fluoro-5’'-nitro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 17), (22,3E)-5-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3"-biindolinilideno]-2'-ona di-

hidrocloreto (Composto 18), (272,3E)-5-fluoro-5"-nitro-3-((2-
(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 19), (27,3E)-5-fluoro-5"-nitro-3-((2-
(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 20), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona di-
hidrocloreto (Composto 21), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno]-2’-ona
di-hidrocloreto (Composto 22), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona
hidrocloreto (Composto 23), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 24), (22,3E)-3-((2- (4-aminopiperidin-1-
il)etoxi)imino)-5,5’-difluoro-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona di-
hidrocloreto (Composto 25), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-

(piperidin-4-ilamino)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno] -2’ -ona

di-hidrocloreto (Composto 20), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
morfolinoetoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’'-ona

hidrocloreto (Composto 27), (2Z2,3E)-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 28), (272,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto

(Composto 29), (2Z,3E)-3-((2-(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3'~-
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 30), (2Z,3E)-3-
((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 31), (2Z2,3E)-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2'-ona di-
hidrocloreto (Composto 32), (2%72,3E)-5"-fluoro-3-((2-(piperazin-

1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’'-ona di-hidrocloreto
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(Composto 33), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto
(Composto 34), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 35), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2-(pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 30), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2'-ona di-

hidrocloreto (Composto 37), (27Z,3E)-5"-cloro-3-((2-(piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 38), (272,3E)-5"-cloro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 39), (272,3E) -5’ -bromo-3- ( (2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 40), (22, 3E) -5’ -bromo-3-( (2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 41), (2Z2,3E)-5"-i0do-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 42), (22,3E)-5"-iodo-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 43), (272,3E)-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-5" -

(trifluorometoxi)-[2,3"-biindolinilideno]-2’"-ona di-hidrocloreto
(Composto 44, (272,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-(trifluorometoxi)-[2,3’-biindolinilideno]-2'-
ona di-hidrocloreto (Composto 45), (2Z,3E)-5"-metoxi-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 46) e (22,3E)-5"-metoxi-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’'-ona
di-hidrocloreto (Composto 47).

[026] A composicdo farmacéutica da presente invencdo inclui um
veiculo aceitavel farmaceuticamente além dos ingredientes
ativos. O portador aceitédvel farmaceuticamente incluido na
composicdo farmacéutica da presente invencdo geralmente é usado
na formulacdo, e seus exemplos incluem lactose, dextrose,
sacarose, sorbitol, manitol, amido, goma acéacia, fosfato de

cédlcio, alginato, gelatina, silicato de cdlcio, celulose



16/47

microcristalina, polivinilpirrolidona, celulose, &gua, xarope,
metil celulose, metil-hidroxibenzoato, propil-hidroxibenzoato,
talco, estearato de magnésio e 6leo mineral, etc., mas ndo estéo
limitados a eles. A composicdo farmacéutica da presente invencéo
pode ainda incluir lubrificantes, agentes umectantes, adocantes,
aromadticos, emulsificantes, suspensdes e conservantes etc., além
dos componentes acima. Veiculos e formulacdes farmaceuticamente
aceitaveis adequados s&o descritos em detalhes em Remington's
Pharmaceutical Sciences (19°% ed., 1995).

[027] TUma dosagem apropriada da composicdo farmacéutica da
presente 1invencdo pode ser prescrita de varias maneiras de
acordo com fatores como um método de formulacdo, um método de
administracéao, idade do paciente, peso, sSexo e condicéo
patoldgica, alimento, tempo de administracdo, via de
administracdo, velocidade de excrecdo e sensibilidade da reacéo.
Enquanto isso, a dosagem da composicdo farmacéutica da presente
invencdo pode ser preferencialmente 1 a 1000 mg/kg (peso) por
dia.

[028] A composicdo farmacéutica da presente invencdo pode ser
administrada por via oral ou parenteral, em gque no caso da
administracdo parenteral, pode ser aplicada localmente na pele
ou administrada através de uma injecdo intravenosa, uma injecéo
subcuténea, uma injecgdo intramuscular, uma injecdo
intraperitoneal, uma administracéo transdérmica, etc.
Considerando que a composicdo farmacéutica da presente invencédo
¢ aplicada para o tratamento de leucemia mieloide aguda, a
administracdo ¢é ©preferencialmente realizada através de uma
injecdo intravenosa ou administracédo oral.

[029] A composicdo farmacéutica da presente invencdo pode ser
formulada usando um veiculo e/ou excipiente aceitavel
farmaceuticamente, de acordo com um método que pode ser
facilmente realizado pelos especialistas na técnica a gque a
presente invencdo pertence, e pode ser preparada em uma dose
unitdria sendo embalada em um recipiente de doses multiplas. Em
particular, a formulacdo pode estar na forma de uma solucdo, uma

suspensdo ou emulsdo em O6leo ou meio soltvel em 4agua, ou pode
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estar na forma de um extrato, um pd, um gradnulo, um comprimido
ou uma capsula, e pode ainda conter um dispersante ou um
estabilizador.

[030] A composicdo farmacéutica da presente invencdo pode ser
administrada por via oral. Exemplos de uma preparacdo sdélida
para administracdo oral incluem um comprimido, uma pilula, um
pbd, uma capsula, uma cépsula, uma pastilha etc., e essas
preparagdes sbdlidas sdo formuladas misturando-se o composto da
presente 1invengdo com pelo menos um excipiente, como amido,
carbonato de calcio, sacarose ou lactose ou gelatina etc. Além
de excipientes simples, também sdo usados lubrificantes como
estearato de magnésio e talco. Exemplos de wuma preparacdo
liquida para administracdo oral podem incluir uma suspensdo, um
liquido para uso interno, uma emulsdo ou um xarope etc. Além dos
diluentes simples comumente usados, como agua e parafina
liquida, varios excipientes, como um agente umectante, um
adocante, um aroma e um conservante etc. podem ser incluidos na
preparacdo ligquida.

[031] Exemplos da preparacdo para administracdo parenteral
incluem uma solugdo aquosa esterilizada, um solvente ndo aquoso,
um solvente de suspensdo, uma emulsdo, um agente de liofilizacdo
e um supositdédrio, etc. como solvente ndo aquoso e solvente de
suspensédo, propileno glicol, polietilenoglicol, um &éleo vegetal,
como um azeite, um éster injetdvel, como etilolato etc. pode ser
usado. Como base para o supositdério, witepsol, macrogol, tween
61, manteiga de cacau, manteiga de laurina, glicerol, gelatina,
etc. podem ser usados.

[032] Considerando que a composicdo farmacéutica da presente
invencdo é usada para prevenir ou tratar leucemia mieloide aguda
ou cancer de mama metastatico, pode ser preferencialmente
administrada parentalmente, por exemplo, por meio de uma
administracdo intravenosa, uma administracdo intraperitoneal,
uma administracdo intramuscular, uma administracdo subcuténea,
uma administracdo local etc.

[033] O derivado de indirubina da presente invencdo pode ser

usado na forma de um sal aceitdvel farmaceuticamente e, como
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sal, pode ser usado um sal de adicdo de &cido formado por um
dcido 1livre aceitédvel farmaceuticamente. O sal de adicdo de
dcido é obtido a partir de: &cidos inorgadnicos, como acido
cloridrico, &cido nitrico, &cido fosfdérico, &cido sulftirico,
dcido bromidrico, &cido iodidrico, &cido nitroso ou 4&cido
fosforoso; acidos orgédnicos nao toéxicos, como mono e
dicarboxilato alifatico, alcanoato substituido por fenil,
hidroxi alcanoato e alcano diocato, &cidos aromdticos e 4cidos
sulfénicos alifaticos e aromaticos; ou &cidos orgénicos, como
dcido acético, 4&cido benzoico, éacido citrico, 4&cido 1léatico,
dcido maleico, &cido glucdénico, acido metanossulfdénico, &acido 4-
toluenossulfdénico, &acido tartédrico e acido fumarico. Exemplos de

sal farmaceuticamente n&o téxico incluem sulfato, pirossulfato,

bissulfato, sulfito, bissulfito, nitrato, fosfato, mono-
hidrogénio fosfato, di-hidrogénio fosfato, metafosfato,
pirofosfato, cloreto, brometo, iodeto, fluoreto, acetato,

propionato, decanoato, caprilato, acrilato formato, isobutilato,
caprato, heptanocato, propiolato, oxalato, malonato, succinato,
suberato, sebacato, fumarato, malato, butino-1,4-diocato, hexano-
1, 6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato,
tereftalato, benzenossulfonato, toluenossulfonato,
clorobenzenossulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato,
fenilpropionato, fenilbutilato, citrato, lactato, R-
hidroxibutilato, glicolato, malato, tartrato, metanossulfonato,
propanossulfonato, naftaleno-l-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato
ou mandelato, mas ndo estdo limitados e eles.

[034] O sal de adicdo de &cido de acordo com a presente invencédo
pode ser preparado por um método convencional. Por exemplo, o
sal de adicgdo de acido pode ser preparado dissolvendo o derivado
de indirubina da Férmula Quimica 1 em um solvente orgdnico, como
metanol, etanol, acetona, cloreto de metileno, acetonitrila
etc., adicionando-se um &cido orgdnico ou &cido inorgénico para
gerar um precipitado e, em seguida, filtrando e secando o

precipitado gerado ou pode ser preparado por destilacdo de um
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solvente e um excesso de acido sob pressdo reduzida, seguido de
secagem ou cristalizacdo em um solvente orgénico.

[035] Além disso, um sal metdlico aceitavel farmaceuticamente
pode ser preparado com o uso de uma base. Por exemplo, um sal de
metal alcalino ou de metal alcalino-terroso é obtido
dissolvendo-se o composto em uma solucdo excessiva de hidréxido
de metal alcalino ou hidréxido de metal alcalino-terroso,
filtrando-se um sal composto ndo soluvel e depois evaporando-se
e secando-se o filtrado. Em particular, como o sal metdlico, um
sal de sédio, potéassio ou calcio é adequadamente preparado a
partir de um aspecto farmacéutico. Além disso, o sal de prata
correspondente é obtido fazendo reagir um sal de metal alcalino
ou de metal alcalino-terroso com um sal de prata adequado (por
exemplo, nitrato de prata). Além disso, a presente invencéo
inclui ndo apenas o derivado de indirubina representado pela
Férmula Quimica 1 e um sal aceitdvel farmaceuticamente do mesmo,
mas também um solvato, um hidrato, um estereoisdmero etc., que
podem ser preparados a partir dai.

[036] De acordo com ainda outro aspecto da presente invencdo, a
presente invencdo fornece um método para prevenir ou tratar
leucemia mieloide aguda ou cancer de mama metastatico,
incluindo: (a) administracdo de wuma composicdo incluindo um
composto representado pela Férmula Quimica 1 abaixo, um sal
aceitédvel farmaceuticamente, um solvato ou um hidrato do mesmo a

um individuo:

[037] Férmula guimica 1

R3 R2

na Férmula quimica 1, R; é hidrogénio, fluoro ou hidroxi, R, é
hidrogénio, haldgeno, nitro, carboxil, C;-C4; alquil éster ou C1-C4

alcoxi substituido ou ndo substituido por haldégeno e Rz &
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[038] Os termos usados neste documento sdo os explicados acima.

HCI

4 ’

NHj -2HCI | ou

Um individuo a ser administrado com a formulacdo de acordo com a
presente invencdo pode se referir a quaisquer animais, incluindo
humanos. Os animais podem incluir pessoas, bem como mamiferos,
como vacas, cavalos, ovelhas, porcos, cabras, camelos,
antilopes, cédes, gatos etc., na necessidade de tratar sintomas
semelhantes, mas ndo estdo limitados a eles.

[039] Como usado neste documento, o termo "administracéao"
refere-se a introducdo da composicdo farmacéutica da presente
invencdo a um paciente por qualquer método apropriado, e a via
de administracdo da presente invencdo pode incluir varias vias,
como administracdo oral ou parenteral, desde que seja possivel
alcancar o tecido desejado. A formulacdo da presente invencédo
pode ser preparada de varias formas, dependendo do método de
administracdo desejado.

[040] Ainda de acordo com outro aspecto da presente invencdo, a
presente invencdo permite o uso de um composto representado pela
Férmula Quimica 1 abaixo, um sal aceitédvel farmaceuticamente, um
solvato ou um hidrato do mesmo, para a preparacdo de uma
composicéo farmacéutica para prevenir ou tratar leucemia

mieloide ou céncer de mama metastatico:
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Férmula quimica 1

R3 R2

[041] Na Férmula Quimica 1, R; é hidrogénio, fluoro ou hidroxi,
R, é hidrogénio, haldégeno, nitro, carboxil, C;-C, alquil éster ou

C:1-C4 alcoxi substituido ou ndo substituido por haldégeno, e Rs é

)’Q/\N/\
N
fi\\f’/,\\‘NHg-HC| ™ 2He

hidrogénio, 2-bromoetil, , ’

O 0. D

SRS\

4
//J:::::jHQHm
J(/\N
H .

Efeitos vantajosos

4

NHz-2HCI ou

[042] As caracteristicas e vantagens da presente invencgdo estdo
resumidas da seguinte forma:

(a) A presente invengdo fornece uma nova composi¢cdo para inibir
FLT3.

(b) A presente invencgdo oferece uma composicdo farmacéutica para
prevenir ou tratar leucemia mieloide aguda ou cancer de mama
metastatico.

(c) Quando a composicdo da presente invencdo é usada, ela pode

inibir efetivamente a atividade de FLT3 guinase e pode ser usada
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de maneira Util para prevenir ou tratar leucemia mieloide aguda
ou cancer de mama metastatico.

Descricdo breve dos desenhos

[043] A fig. 1 mostra a estrutura e o efeito inibitdério de
LDD1937 (Composto 4) na atividade de FLT3 quinase. (A) mostra a
estrutura quimica de LDD1937 e (B) mostra o efeito de LDD1937 na
atividade da FLT3 gquinase in vitro. A inibicdo da atividade de
quinase de FLT3 recombinante foi medida por andlise de HTRF. A
inibigdo da gquinase foi calculada com DMSO a 1% como controle
negativo. Os dados sdo a média + SEM de trés experimentos
independentes.

[044] A fig. 2 mostra a eficdcia antitumoral in vivo de LDD1937
(Composto 4) . As células MV-4-11 foram inoculadas
subcutaneamente em camundongos BALB/c nu/nu. Quando o tumor
atingiu um volume médio de 100 mm?®, os camundongos foram
injetados com 5 mg/kg ou 10 mg/kg de LDD1937 ou PBS (controle)
na veia da cauda diariamente por 21 dias. (A) mostra os
resultados da medicdo do tamanho do tumor e do calculo do volume
do tumor. (B) mostra o resultado da medigcdo do peso do tumor e
eutandsia dos camundongos no dia 21 apdés a administracdo do
medicamento. As 1magens representativas de uma massa tumoral

dissecada do grupo de controle e do grupo 5 mg/kg foram

fotografadas (Inset). Os dados representam a média + SEM. ** P
<0,01, * Kk P <0,001 comparado ao grupo de controle,
respectivamente.

[045] A fig. 3 mostra a mudanca no peso corporal durante o
periodo de administracdo de LDD1937. Foi medido o peso de
camundongos que receberam 5 mg/kg ou 10 mg/kg de LDD1937 ou PBS
(controle) por 21 dias a partir do inicio do experimento.

[046] A fig. 4 mostra a alteracdo no peso do tecido do figado,
rim e cancer apds a administracdo dos quatro compostos por 4
semanas. LDD-2614 representa o composto 21, LDD-2633 representa
o composto 28, LDD-2634 representa o composto 34 e LDD-2635
representa o composto 33.

[047] A fig. 5 mostra a mudanca no volume do tecido canceroso

apés a administracdo dos gquatro compostos por 4 semanas. LDD-
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2614 representa o composto 21, LDD-2633 representa o composto
28, LDD-2634 representa o composto 34 e LDD-2635 representa o
composto 33.

[048] A fig. 6 mostra as imagens do tamanho do tecido canceroso
ap6és a administracdo dos gquatro compostos por 4 semanas. LDD-
2614 representa o composto 21, LDD-2633 representa o composto
28, LDD-2634 representa o composto 34 e LDD-2635 representa o
composto 33.

Descrigdo detalhada das representacgdes

[049] A seguir, a presente invengcdo serd descrita com mais
detalhes com exemplos. No entanto, esses exemplos sao meramente
fornecidos para explicar especificamente a presente invencdo, e
fica 6bvio para os especialistas na técnica que, de acordo com o
fundamento da presente invencdo, o escopo da presente invencdo
ndo se limita a esses exemplos.

Exemplo 1: Cultura celular

[050] MV4; foram compradas 11 células humanas de leucemia
mieloide aguda da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, EUA, CRL-9591), e as células foram cultivadas em
meio IMDM (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA) suplementado com soro
fetal bovino a 10%, penicilina/estreptomicina a 1% e L-glutamina
4 mM (Life Technology, Grand Island, NY). As células MDA-MB-231
(cAdncer de mama metastédtico, ATCC HTB-26), Jurkat (leucemia
linfocitica T aguda humana, ATCC TIB-152) e K-562 (leucemia
mielédgena crdnica humana, ATCC CCL-243) foram cultivadas em
RPMI-1640 (Sigma Co.). As células MCF7 (adenocarcinoma de mama
humano, ATCC HTB-22) e PC-3 (adenocarcinoma da prdéstata humano,
ATCC CRL-1435) foram cultivadas em meio DMEM (Sigma Co.)
suplementado com 10% de SOro bovino fetal e 1% de
penicilina/estreptomicina. As células cultivadas foram incubadas
a 3°C em COy.a 5%.

[051] A viabilidade celular foi avaliada por um ensaio a base de
tetrazdélio, wutilizando o kit EZ-Cytox Cell Viability Assay
(DaeillLab, Coréia). Resumidamente, 2.000 a 15.000 células foram
colocadas em placas de 96 pogos em meio de 100 ul. No dia

seguinte, as células foram tratadas com compostos juntamente com
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dimetilsulféxido (DMSO) como controle negativo. Trés dias (72
horas) apds a adicdo do medicamento, 15 pl do reagente kit EZ-
Cytox foram adicionados a cada poco da placa de 96 pogos e
depois incubados a 37°C em uma incubadora de CO; umidificada por
4 horas. Apds a incubacdo, a densidade o6ptica (DO) foi medida no
comprimento de onda de 450 nm, utilizando um leitor de multiplas
etiquetas Victor (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA). O 1ICsy foi
calculado por regressdo ndo linear usando o Prism versdo 5.01
(GraphPad, La Jolla, CA, EUA).

Exemplo 2: Sintese e armazenamento de compostos

[052] Os compostos 1 ao composto 47 foram concebidos e
sintetizados.

2-1. Diagrama de sintese 1

o} o} OH o} o o o
N a N ~-N b ~
NH, N0 N N
1 2 3 4
[053] Condicgdes de reagentes e reacgdo: (a) hidrato de cloral,

H,NOH ‘HC1, Na,S0O,, agua, H,SO4, 100°C, on; (b) Conc. H,S04, 90°C,
25min; (c) H,SO04, 60°C, 1 h.

[054] Etil 4-aminobenzoato foi aquecido em hidrato de cloral e
solugcdo aquosa de Na,SO, durante 1 hora. Subsequentemente, foi
permitido que o produto resultante reagisse com hidroxilamina
hidrocloreto e depois resfriado para obter um produto sélido, o
qual foi filtrado usando dietil éter para produzir o Produto 2.
O produto assim obtido foi aquecido a 90°C sob uma alta
concentracdo de A4cido sulfirico para obter um produto que foi
neutralizado com uma solug¢do aquosa de NaOH 1IN. Depois disso, o
produto resultante foi extraido wusando EA e concentrado por
evaporacdo rotativa. A mistura assim obtida foi precipitada com
0 uso de uma mistura de dietil éter e DCM e depois filtrada para
produzir o Produto 3. Foi permitido gque este produto reagisse
com acido sulfurico e metanol para obter precipitados (produtos
4a e 4Db) .

2-2. Diagrama de sintese 2
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e/ 6c: Ry=H 8a-i: Ry=H 11a-i: Ry=H
N 6d: R,=COOCH; 9a-b: R,=F 12a-b: R=F
N 6e: Ry=ClI
H 6f: R=Br Rz= (a) NO; (b) F (c) H (d) COOCH; R,= (a)
5 6g: Ry=I (e) CI (f) Br (g) | (h) OCF; (i) OCH,4 NO; (b}
6h: R,=OCF; F(c)H
6i: R,= OCH; (d)
COOCH,
(e) Cl (f)
Br(g)1
(h)
OCF; (i)
OCH,
[055] Reagentes e condicodes de reagao: (a) Na,COs3,
metanol:agua(2:1), RT (temperatura ambiente), 3 h

(b)hidroxilamina hidrocloreto, piridina, refluxo, 6h

[056] Os andlogos de isatina ©6a-i dissolvidos em MeOH foram
adicionados a indoxil N,O-diacetato 4a-b ou indoxil acetato 5, e
a mistura foil agitada por 5 minutos. Em seguida, Na,CO3 anidrico
(2,5 eq) foi adicionado e agitado em temperatura ambiente por 3
horas. Posteriormente, o produto resultante foi filtrado por
adicdo de 4gua e lavado varias vezes com agua fria para obter os
Produtos 7a, 8a-1i e 9a-b nos quais a posicdo 5,5 'foi
substituida na forma de precipitados. Depois disso, os produtos
assim obtidos foram dissolvidos em piridina (0,1 M), adicionados
com hidroxilamina hidrocloreto (5 eq) e sofreram refluxo por 6
horas. Em seguida, a mistura foi resfriada e acidificada com HC1
IN para produzir precipitados, os quais foram filtrados e
lavados varias vezes com agua. Por fim, os precipitados assim
obtidos foram purificados por solidificacdo usando DCM e hexano
para produzir os Produtos finais 10a, lla-i e 12a-b.

2-3. Diagrama de sintese 3
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e 23as-es:Sal HC| de 23a-e

fi fii 24as-cs:Sal HCI de 24a-e

I W 25as-ds:Sal HCI de 25a-e
4N N < NH N ) NHBoc  26as-gs:Sal HCI de 26a-g
- — A 27as-bs:Sal HCI de 27a-b

iv v vi vi 28as-bs:Sal HCI de 28a-b
29as-bs:Sal HCI de 29a-b

30as-bs:Sal HCI de 30a-b

31as-bs:Sal HCI de 31a-b

[057] Reagentes e condigbes de reacédo: (a) 2-(Boc—amino)etil
brometo, K,CO3, DMF, RT, durante a noite; (b) HC1 4N em 1,4-
dioxano, DCM, RT, 3 h; (c) NaOH 1N, 1,4-dioxano, 40°C, durante a
noite (d) 1,2-dibromoetano, EtsN, DMF, RT, durante a noite; (e)
aminas 1i-vi, DMF, 50°C, durante a noite; (f) HCl1 4N em 1,4-
dioxano, DCM ou THF, 0°C, 30 min ou TFA, 0°C, 30 min

[058] Os métodos de sintese representativa para derivados de
indirubina obtidos pelo Diagrama de Sintese 3 sdo os seguintes:
3-1) Aminac&o de alquil de derivados de indirubin-3’-oxima

O método de sintese representativo por aminacdo de alquil dos
derivados de indirubin-3’-oxima obtidos pelo Diagrama de sintese

3 é como segue:
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[059] Os derivados de indirubina-3'-oxima foram dissolvidos em
DMF (1 ml a 4 ml), adicionados com 2-(Boc—-amino)etil brometo
(1,2 eq) e KyCO3 (2 eqg a 3 eqg) e depois agitados durante a noite
em temperatura ambiente. Depois de confirmar a conclusdo da
reacdo, o DMF foi concentrado por evaporacdo rotativa e, em
seguida, foi adicionada &gua para gerar precipitados, que foram
obtidos por filtragdo. Os precipitados foram purificados por
cromatografia em coluna para produzir os produtos 13, 14a e 14b
derivados de indirubina. Em seguida, os derivados de indirubina
assim obtidos foram dissolvidos em DCM (1 ml), adicionados com
HCl 4N em dioxano (6 eq a 18 eq) a 0°C e agitados em temperatura
ambiente durante 3 horas. Depois de confirmar que a reacdo foi
concluida, os precipitados resultantes foram lavados varias
vezes com DCM através de filtracdo e secados para se obter como
s6lido limpo. Os derivados de indirubina foram obtidos na forma
de sais (Produtos 15, 1l6a e 16b).

3-2) Alguilac¢do de derivados de indirubina-3’'-oxima

[060] O método de sintese representativo por algquilacdo de
derivados de indirubina-3’-oxima, obtidos pelo Diagrama de
sintese 3 é como segue:

[0el] Os derivados de indirubina-3’-oxima foram dissolvidos em
DMF (15 ml), adicionados com 1,2-dibromoetano (10 eqg) e TEA (3
eq a 10 eq) e depois agitados durante a noite em temperatura
ambiente. Depois de confirmar que a reacdo foi concluida, foi
adicionada &gua para gerar precipitados, que foram lavados
vdrias vezes com &gua por filtracdo e secados para obter como
s6lido limpo (Produtos 17a, 18a-i e 19a-b). Em seguida, os
derivados de indirubina assim obtidos foram dissolvidos em DMF,
adicionados com reagentes de piperazina, morfolina, pirrolidina
e piperidina (10 eqg a 30 eq) e depois agitados a 50°C durante a
noite. Depois de confirmar que a reacdo estava completa, foi
adicionada &gua a solucdo misturada para gerar sdélido, o qual
foi obtido por filtracdo e lavado varias vezes com Aagua.
Posteriormente, as impurezas restantes foram lavadas com acetona
e MeOH para obter os produtos desejados (Produtos 20a-c, 21a,

22a-e, 23a-e, 24a-c, 25a-d, 26a-g, 27a-b, 28a-b, 2%a-b, 30a-b e
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3la-b). Em seguida, os produtos assim obtidos foram dissolvidos
em DCM ou THF, adicionados com HCl 4N em dioxano a 0°C e depois
agitados por 30 minutos. Apds a reacdo, o sb6lido resultante foi
lavado com DCM por filtracdo para obter os produtos desejados na
forma de sais (Produtos 20as-cs, 2las, 22as-es, 23as-es, 24as-
cs, 25as-ds, 20as-fs, 27as-bs, 28as-bs, 29%9as-bs, 30as-bs e 3las-
bs). Além disso, o composto 26gs foi obtido na forma de um sal
da mesma maneira usando TFA.

3-3) Derivados de indirubin-3’-oxima acido carboxilico

[062] O método de sintese representativo para derivados de
indirubin-3’-oxima A&cido carboxilico obtido pelo Diagrama de
sintese 3 é como segue:

[063] Derivados de indirubina-3’-oxima (produtos 11d, 14b, 18d e
24a-24c) foram dissolvidos em 1,4-dioxano, adicionados com NaOH
1IN e depois agitados durante a noite a 40°C. Depois de confirmar
que a reacdo foi concluida, o produto resultante foi resfriado
em temperatura ambiente e acidificado pela adigcdo de HC1 IN.
Depois disso, a &gua foi concentrada e o NaCl restante apds a
concentracdo foi removido por filtracdo usando MeOH para obter
os produtos desejados como sdélidos (Produtos 32, 33, 35 e 3las-
cs (sal)). Em seguida, o Produto 33 assim obtido foi dissolvido
em DCM, adicionado com HC1l 4N em dioxano a 0°C e depois agitado
por 10 minutos. Apbds a reagdo, o sbé6lido resultante foi lavado
com DCM por filtracdo para obter o Produto 34 desejado na forma
de um sal.

Confirmacdo da sintese de compostos

Produto 11d: Metil (22,3E)-3-(hidroxi-imino) -2’ -oxo-[2, 3" -
biindolinilideno]-5’-carboxilato (Composto 1)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & ppmll.76 - 11.80 (m, 1 H), 11.05 -
11.10 (m, 1 H), 9.17 - 9.21 (m, 1 H), 8.24 (d, J=8.01Hz, 1H),
7.73 - 7.78 (m, 1H), 7.36 - 7.42 (m, 2H), 7.00 - 7.06 (m, 1H),
6.92 - 6.98 (m, 1H), 3.79 - 3.86 (m, 3H).

Produto 18d: Metil (2%Z,3E)-3-((2-bromoetoxi)imino)-2’'-oxo-[2,3'-
biindolinilideno]-5’-carboxilato (Composto 2)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & ppm 11.68(s, 1H), 11.18¢(s, 1H),
9.36(d, J=1.6 Hz, 1H), 8.23 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.83 (dd, J=8.0,
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1.6 Hz, 1H), 7.48(m, 2H), 7.10(m, 1H), 7.01(d, J=8.0 Hz, 1H),
4.98(t, J=5.6 Hz, 2H), 4.06(t, J=5.6 Hz, 2H), 3.86 (s, 3H).
Produto 16b: Metil (2%Z,3E)-3-((2-aminocetoxi)imino)-2'-oxo-[2,3'-
biindolinilideno]-5’-carboxilato hidrocloreto (Composto 3)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & ppmll.66 (s, 1H),11.18 (s, 1H), 9.30
(d, J=1.60 Hz, 1H), 8.24 (d, J=7.78 Hz, 1H), 8.17 (brs, 2H),
7.80 (dd, J=8.13, 1.72 Hz, 1H), 7.41 - 7.48 (m, 2H), 7.04 (ddd,
J=7.90, 5.72,2.63 Hz, 1H), 6.98 (d, J=8.01 Hz, 1H), 4.78 - 4.85
(m, 2H), 3.79 - 3.86 (m, 3H), 3.47 (d, J=4.81 Hz, 2H).

Produto 24as: Metil (2Z2,3E)-2"-ox0o-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-5’-carboxilato di-
hidrocloreto (Composto 4, LDD1937)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & ppmll.70(s, 1H), 11.23(s, 1H),
9.36(s, 1H), 8.27(d, J=7.6 Hz, 1H), 7.84(d, J=8.4 Hz, 1H),
7.48(m, 2H), 7.07(m, 1H), 7.02(d, J=8.8 Hz, 1H), 5.03(m, 2H),
3.88(s, 3H), 3.30 (m, 10H, sobreposto com DMSO) .

Produto 24bs: Metil (22,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5"-carboxilato
di-hidrocloreto (Composto 5)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppmll.71(s, 1H), 11.22(s, 1H),
9.38(d, J=1.6 Hz, 1H), 8.24(d, J=7.6 Hz, 1H), 7.84(dd, J=8.4,
1.6 Hz, 1H), 7.48(m, 2H), 7.08(m, 1H), 7.02(d, J=8.4 Hz, 1H),
4.96(m, 2H), 3.87(s, 3H), 3.30(m, 10H, sobreposto com &agua) .
Produto 24cs: Metil (2Z,3E)-3-((2-morfolinocetoxi)imino)-2’'-oxo-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto 6)
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 511.70 (s, 1H), 11.22 (s, 1H),
10.94 (brs, 1H, morfolina N+-H), 9.36(s, 1H), 8.26(d, J=7.6 Hz,
1H), 7.84(dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H), 7.49(m, 2H), 7.09(m, 1H),
7.02(d, J=8.0 Hz, 1H), 5.08(brs, 2H), 3.97(m, 2H), 3.80(s, 3H),
3.81(m, 4H), 3.56(m, 2H), 3.18(m, 2H, parcialmente sobreposto
com agua) .

Produto 32: (272,3E)-3-(hidroxi-imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico (Composto 7)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) o ppm 11.68(s, 1H), 11.23(s, 1H), 8.73
- 8.78 (m, 1H), 8.18 (s, 1H), 8.01(d, J=5.04 Hz, 1H), 7.49 (m,
2H),6.95(d, J=8.0 Hz, 1H).



30/47

Produto 35: (22,3E)-3-((2-bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico (Composto 8)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & ppm 11l.66(s, 1H), 11.11(s, 1H),
9.34(s, 1H), 8.22(d, J=7.6 Hz, 1H), 7.80(d, J=8.0 Hz, 1H),
7.63(m, 2H), 7.08(m, 1H), 6.97(d, J=8.4 Hz, 1H), 4.96(t, J=5.6
Hz, 2H), 4.03(t, J=5.6 Hz, 2H).

Produto 34: (22,3E)-3-((2-aminoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’'-4cido carboxilico hidrocloreto (Composto 9)
1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & ppm 11.68(s, 1H), 11.18(s, 1H),
9.35(d, J=1.2 Hz, 1H), 8.26(d, J=7.6 Hz, 1H), 8.17(s, 3H, H+),
7.82(dd,J=8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.48(m, 2H), 7.08(m, 1H), 7.00(d,
J=8.4 Hz, 1H), 4.83(t, J=5.2 Hz, 2H), 3.45 (t, J=5.2 Hz, 2H).
Produto 36as: (2Z,3E)-2'-0ox0o-3-((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino) -
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -4cido carboxilico di-hidrocloreto
(Composto 10, LDD1940)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) o ppm 11.69(s, 1H), 11.17(s, 1H),
9.37(s, 1H), 8.91(brs, 2H, piperazina N+-H), 8.23(d, J=7.6 Hz,
1H), 7.82(d, J=8.4 Hz, 1H), 7.47(m, 2H), 7.07(m, 1H), 7.00(d,
J=8.4 Hz, 1H), 4.92(brs, 2H), 3.05(m, 10H, sobreposto com &gua).
Produto 36bs: (27Z2,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino) -
2’ -oxo0-[2,3’-biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico di-
hidrocloreto (Composto 11)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 11.68(s, 1H), 11.16(s, 1H),
9.36(s, 1H), 8.23(d, J=8.0 Hz, 1H), 7.82(d, J=8.0 Hz, 1H),
7.47(m, 2H), 7.07(m, 1H), 6.99(d, J=8.0 Hz, 1H), 4.93(brs, 2H),
3.17(m, 10H, sobreposto com &gua), 2.77 (s, 3H).

Produto 36cs: (22,3E)-3-((2-morfolinoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico hidrocloreto (Composto
12)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 11.67(s, 1H), 11.27(brs, 1H,
morfolina N+-H), 11.18¢(s, 1H), 9.34(s, 1H), 8.25(d, J=7.6 Hz,
1iH), 7.82(d, J=8.4 Hz, 1H), 7.48(m, 2H), 7.08(m, 1H), 6.99(d,
J=8.0 Hz, 1H), 5.06(brs, 2H), 3.96(m, 2H), 3.80(m, 4H), 3.53(m,
2H), 3.24(m, 2H, parcialmente sobreposto com &agua) .

Produto 10a: (2%Z,3E)-5-hidroxi-3-(hidroxi-imino)-5’"-nitro-[2,3'-

biindolinilideno]-2’-ona (Composto 13)
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1H NMR(300MHz, DMSO-d6) & 13.87(1H, s, NOH), 11.78(lH, s, NH),
11.35(1H, s, N-H), 9.41(1H, d, J=2.8 Hz), 9.32(1H, s, O-H),
8.05(1H, dd, J=11l.6, 2.8 Hz), 7.76(1H, d, J=3.2 Hz), 7.29(1H, d,
Jg=11.6 Hz), 7.04(1H, 4, J=11.2 Hz) 6.86(1H, dd, J=11.2, 3.2 Hz)
Produto 20bs: (2Z,3E)-5-hidroxi-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3’-biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 14)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 1l.66(s, 1H), 1l.46(s, 1H),
9.56(d, J=2.4 Hz, 1H), 9.51(brs, 1H), 8.10(dd, J=8.8, 2.4 Hz,
iH), 7.75(s, 1H), 7.32(d, J=8.8 Hz, 1lH), 7.08(d, J=8.8 Hz, 1H)
6.93(dd, J= 8.8, 2.4 Hz, 1H), 5.01(brs, 2H), 3.27(m, 10H,
parcialmente sobreposto com &agua), 2.8(s, 3H).

Produto loa: (2Z,3E)-3-((2-aminoetoxi) imino) -5"-nitro-[2, 3’ -
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 15)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) o 1ll.66 (s, 1 H) 11.18 (s, 1 H) 9.30
(d, J=1.60 Hz, 1 H) 8.24 (d, J=7.78 Hz, 1 H) 8.17 (br. s., 2 H)
7.80 (dd, J=8.13, 1.72 Hz, 1 H) 7.41 - 7.48 (m, 2 H) 7.04 (ddd,
J=7.90, 5.72, 2.63 Hz, 1 H) 6.98 (d, J=8.01 Hz, 1 H) 4.78 - 4.85
(m, 2 H) 3.79 - 3.86 (m, 3 H) 3.47 (d, J=4.81 Hz, 2 H)

Produto 2las: (22,3E) -5’ -nitro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto
(Composto 16)

1H NMR(400MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.70(s, 1H), 11.25(s, 1H),
9.45 (d, J=2.4 Hz, 1H), 8.23 (d, J=8.4 Hz, 2H), 8.03 (m, 1H),
7.50 (d, J=2.4 Hz, 1H), 7.43 (m, 1H), 7.04 (m, 2H), 4.82 (m, 2
H) 3.81 (m, 3 H) 3.42 (m, 2 H)

Produto 15as: (2Z,3E)-5-fluoro-5’'-nitro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 17)

1H NMR(400MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.66(s, 1H), 11.47(s, 1H),
9.51(d, J=2.4 Hz, 1H), 9.48(s, 1H), 8.24(brs, 3H), 8.09(dd,
J=8.4, 2.4 Hz, 1H), 7.78(d, J=2.4 Hz, 1H), 7.30 (d, J=8.4 Hz,
iH), 7.07 (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.95 (dd, J=8.4, 2.4 Hz, 1H), 4.87
(t, J=4.4 Hz, 2H), 3.49 (t, J=4.4 Hz, 2H).
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Produto 25bs: (2Z2,3E)-5-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3’-biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 18)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 9.58(1H, d, J=2.1 Hz),
8.14(1H, m), 7.97(1H, dd, J=8.9 ,2.4 Hz), 7.57(1H, m), 7.41(1H,
m), 7.08(lH, m), 4.87(2H, m), 2.96(2H, m), 2.38(4H, m), 2.15(3H,

m) .
Produto 25ds: (2Z2,3E)-5-fluoro-5’'-nitro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto

(Composto 19)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.80(m, 1H), 10.79(s, 1H),
8.46(dd, J=11.3, 2.4 Hz, 1H), 8.19(m, 1H), 7.48(m, 2H), 7.08 (m,
1H), 7.01(m, 1H), 6.90(m, 1H), 4.69(t, J=6.1 Hz, 2H), 2.90(m, 2
H), 2.24(s, 2 H), 1.94(m, 1 H), 1.58(m, 3 H), 1.40(m, 2 H)
Produto 25cs: (22,3E)-5-fluoro-5'-nitro-3-((2- (pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 20)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 9.56(s, 1H), 8.07 4, J= 8.8
Hz, 1H), 7.88(d4, J=8.8 Hz, 1H), 7.48(s, 1H), 7.34(s, 1H),
7.03(d, J=9.6 Hz, 1H), 4.84(m, 2H), 4.12(m, 2H).

Produto 26as: (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 21)
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.80(m, 1H), 10.83(m, 1H),
8.44(m, 1H), 8.01(m, 1H), 7.49(m, 1H), 7.38(m, 1H), 7.01(m, 1H),
6.87(dd, J=4.9 Hz, 1H), 4.75(m, 2H), 2.90(m, 2H), 2.74(m, 3H),
2.47(m, 3H).

Product26bs: (2Z2,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 22)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.77(m, 1H), 10.81(m, 1H),
8.44(m, 1H), 7.99(dd, J=8.9, 2.8 Hz, 1lH), 7.47(dd, J=8.9, 4.6
Hz, 1H), 7.34(td, J=9.0, 2.8 Hz, 1lH), 6.98(td, J=8.9, 2.8 Hz,
1H), 6.89(m, 1H), 4.74(m, 2H), 2.92(m, 2H), 2.38(m, 3H), 2.15(m,
3H) .
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Produto 26es: (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 23)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.78(m, 1H), 10.79(brs, 1H),
8.41(dd, vJ=11.3, 2.8 Hz, 1H), 7.97(dd, J=8.7, 2.6 Hz, 1H),
7.47(dd, J=8.7, 4.4 Hz, 1H), 7.38(m, 1H), 7.0l (m, 1H), 6.89(m,
1H), 4.69(t, J=6.0 Hz, 2H), 2.85(t, J=6.1 Hz, 2H), 1.51(gq, J=5.5
Hz, 4H), 1.42 (m, 2H).

Produto 26ds: (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-(pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 24)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 10.86(m, 1H), 8.41(dd,
J=11.3, 2.8 Hz, 1H), 7.92(dd, J=8.6, 2.8 Hz, 1H), 7.47 (dd,
J=8.9, 4.6 Hz, 1H), 7.34(td, J=9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.97(td, J=8.8,
2.6 Hz, 1H), 6.89(m, 1H), 4.70(t, J=6.0 Hz, 1H), 3.00 (t, J=6.0
Hz, 2H), 2.60(m, 4H), 1.69 (dt, J=6.6, 3.1 Hz, 4H).

Produto 26gs: (2Z,3E)-3-((2-(4-aminopiperidin-1-il)etoxi)imino) -
5,5’ -difluoro-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 25)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 8.32(dd, J=11.1, 2.6 Hz, 1H),
8.01(dd, J=8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.48(d, J=8.9, 4.6 Hz, 1H), 7.40(m,
1H), 7.04(m, 1H), 6.88(dd, J=8.6, 4.9 Hz, 1H), 5.01(m, 2H), 3.37
(m, 4H), 2.96(dd, J=11.6 Hz, 2H), 2.15 (m, 4H), 1.73 (m, 1H).
Produto 26fs: (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2, 3’ -biindolinilideno]-2'-ona di-
hidrocloreto (Composto 26)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 8.41(dd, J=11.3, 2.8 Hz, 1H),
7.96(dd, J=8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.47(dd, J=8.9, 4.3 Hz, 1H),
7.38(1H, m), 6.97(dd, J=9.2, 2.8 Hz, 1lH), 6.86(dd, J=8.6, 4.9
Hz, 1H), 4.69(t, J=6.0 Hz, 2H), 2.93(m, 4H), 2.15(m, 2H),
1.72(m, 2H), 1.33(m, 2H).

Produto 26c¢s: (2Z,3E)-5,5"'-difluoro-3-((2-morfolinoetoxi)imino) -
[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto (Composto 27)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & (ppm); 9.59(d, J=2.4 Hz, 1H),
8.13(m, 1H), 7.97(d, J=6.1 Hz, 1H), 7.51(s, 1H), 7.37(s, 1H),
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7.07(d, J=8.6 Hz, 1H), 4.83(t, J=5.8 Hz, 1H), 3.17(s, 2H),
2.94(m, 4H), 1.53(m, 5H), 1.38(dd, J=5.3, 0.8 Hz, 3H).

Produto 23as: (22,3E)-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’ -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 28)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.84(1H, m, N-H), 10.78(1H,
s, N-H), 8.62(1H,d, J=7.9 Hz), 8.17(1H, d, J=7.6 Hz), 7.46(2H,
m), 7.15(1H ,td, J=7.6, 1.2 Hz), 7.03(1H, m), 6.99(1H, m),
6.90(1H, d, J=7.6 Hz), 4.69(2H, t, J=6.0 Hz), 3.46(4H, m),
2.84(2H, t, J=6.1 Hz), 2.69(2H, t, J=4.7 Hz), 2.45(2H, m).
Produto 23bs: (27Z,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino) -
[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto (Composto 29)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.70(1H, m, N-H), 10.78(1lH,
s), 8.64(1H, m), 8.17(1H, d, J=7.9 Hz), 7.42(1H, d, J=1.2 Hz),
7.16(1H, td, J=7.6, 1.2 Hz), 7.06(1H, m), 7.00(1H, m), 6.93(1lH,
m), 4.69(2H, t, J=6.1 Hz), 2.96(2H, m), 2.54(4H, m), 2.39(4H,m),
2.14(3H, s).

Produto 23ds: (2Z2,3E)-3-((2- (piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’ -
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 30)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 8.61(1H, d, J=6.0 Hz),
8.16(1H, d, J=6.0 Hz), 7.43(1H, m), 7.15(1H, m), 7.03(1H, s),
6.97(1H, m), 6.89(1H, d, J=6.0 Hz), 4.69(2H, m), 2.86(2H, m),
2.08(4H, s), 1.52(3H, m), 1.43(2H, m).

Produto 23cs: (27Z,3E)-3-((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’~-
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 31)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) o (ppm); 11.69(1H, s, br), 10.76(1H,
s), 8.66(1H, m), 8.18(1H, m), 7.46(2H, m), 7.18(1H, m), 7.06(1lH,
m), 6.98(1H, td, J=7.7, 1.1 Hz), 6.91(1H, dd, J=7.7, 0.6 Hz),
4.69(24, t, J=6.0 Hz), 2.99(2H, t, J=6.0 Hz), 2.59(4H, m),
1.69(4H, dt, J=6.9, 3.2 Hz).

Produto 23es: (22,3E) -3-((2- (piperidin-4-ilamino)etoxi) imino) -
[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto (Composto 32)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) & (ppm); 8.62(1H, d, J=7.6 Hz),
8.17(1H, d, J=7.7 Hz), 7.46(2H,m), 7.15(1H, td, J=7.56, 1.2 Hz),
7.03(1H, td, J=7.2, 1.6 Hz), 7.01(1H, m), 6.91(1H, d, J=7.7 Hz),
4.68(2H, t, J=6.1 Hz), 2.92(4H, m), 2.17(2H, m).
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Produto 22as: (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto
(Composto 33)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.83(1H, m, N-H), 10.84(1H,
m, N-H), 8.45(1H, dd, J=11.3, 2.8 Hz), 8.21(1H, m), 7.47(2H, m),
7.09(1H, m), 6.99(1H, m), 6.87(1H, dd, J=8.4, 5.0 Hz), 4.76(3H,
m), 2.91(2H, m), 2.70(4H, m), 2.47(3H, m).

Produto 22bs: (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 34)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 11.84(1H, m, N-H), 10.81(1lH,
m, N-H), 8.47(1H, dd, J=11.3, 2.7 Hz), 8.20(1H, m), 7.46(2H, m),
7.13 (l1H,m), 6.99(1H, m), 6.85(1H, dd, J=8.4, 5.0 Hz), 4.74(3H,
m), 2.90(2H, m), 2.72(4H, m), 2.45(3H, m), 2.14(3H, m).

Produto 22ds: (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 35)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) o (ppm); 11.80(m, 1H), 10.79(s, 1H),
8.46 (dd, J=11.3, 2.4 Hz, 1H), 8.19(m, 1H), 7.48(m, 2H), 7.08(m,
1), 7.01(m, 1H), 6.90(m, 1H), 4.69(t, J=6.1 Hz, 2H), 2.90(m,
2H), 2.24(s, 2H), 1.94(m, 1H), 1.58(m, 3H), 1.40(m, 2H).

Produto 22CSs: (22,3E)-5"-fluoro-3-((2-(pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 36)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 10.78(1H, s, br), 8.46(1lH,
dd, J=11.1, 2.6 Hz), 8.18(1H, m), 7.47(2H, m), 7.09(1H, m),
6.96(1H, dd, J=9.0, 2.6 Hz), 6.87(1H, dd, J=8.4, 5.0 Hz),
4.69(24, t, J=6.1 Hz), 3.01(2H, t, J=6.0 Hz), 2.61(4H, m),
1.68(4H, dt, J=7.0, 3.2 Hz).

Produto 22es: (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2, 3’ -biindolinilideno]-2'-ona di-
hidrocloreto (Composto 37)

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm); 8.48(1H, m), 8.17(1H, dd,
Jg=7.6, 0.9 Hz), 7.46 (2H, m), 6.98(1H, d, J=2.8 Hz), 6.89(1lH,
m), 4.68(2H, t, J=6.1 Hz), 2.93 (4H, m), 2.15(2H, m).
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Produto 27a: (22,3E)-5"-cloro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 38)

‘H NMR (400 MHz, DMSO-ds) o 11.83 (s, 1H), 10.84 (s, 1H), 8.60
(s, 1H), 8.24 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 7.45 (m, 2H), 7.14 (m, 2H),
6.88 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 4.69(t, J=6.0 Hz, 2H), 3.46(m, 4H),
2.84(t, J=6.1 Hz, 2H), 2.69(t, J=4.7Hz, 2H), 2.45(m, 2H).

Produto 27b: (2Z2,3E)-5"-cloro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 39)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11.85 (s, 1H), 10.82 (s, 1H), 8.59
(s, 1H), 8.19 (d4, J= 7.6 Hz, 1H), 7.65 (m, 2H), 7.14 (m, 2H),
6.90 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 4.74(m, 2H), 2.91(m, 2H), 2.40(m, 3H),
2.15(m, 3H).

Produto 28a: (22,3E)-5" -bromo-3-( (2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 40)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11.82 (s, 1H) , 10.76 (s, 1lH), 8.65
(s, 1H), 8.19 (4, J= 8.0 Hz, 1H), 7.45 (m, 2H), 7.28 (d,
J=8.2Hz, 1H), 7.08 (m, 1H), 6.88 (d, J= 8.0 Hz, 1H) 4.72(m, 3H),
2.87(m, 2H), 2.70(m, 4H), 2.47(m, 3H).

Produto 28b: (2Z,3E)-5"-bromo-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 41)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11.82 (s, 1H) , 10.77 (s, 1H), 8.65
(s, 1H), 8.19 (4, J= 8.0 Hz, 1H), 7.45 (m, 2H), 7.28 (d,
J=8.2Hz, 1H), 7.08 (m, 1H), 6.88 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 4.74(m,
3H), 2.93(m, 2H), 2.75(m, 4H), 2.45(m, 3H), 2.17(m, 3H).

Produto 29%a: (2%Z,3E)-5'-iodo-3-((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino) -
[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto (Composto 42)

‘H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11.83 (s, 1H), 10.80 (s, 1H), 8.85
(s, 1H), 8.20 (d4, J= 8.0 Hz, 1H), 7.45 (m, 3H), 7.06 (m, 1H),
6.75 (d, J= 8.0 Hz, 1H) 4.75(m, 3H), 2.85(m, 2H), 2.71(m, 4H),
2.45(m, 3H).
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Produto 29b: (22,3E)-5"-iodo-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 43)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11.82 (s, 1H) , 10.77 (s, 1lH), 8.66
(s, 1H), 8.21 (d4, J= 8.0 Hz, 1H), 7.46 (m, 3H), 7.08 (m, 1H),
6.74 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 4.75(m, 3H), 2.90(m, 2H), 2.72(m, 4H),
2.42(m, 3H), 2.17(m, 3H,).

Produto 30a: (22,3E)-3-((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino) -5’ -
(trifluorometoxi)-[2,3"-biindolinilideno]-2"-ona di-hidrocloreto
(Composto 44)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) o (ppm) 11. 73 (s, 1H), 10.79 (s, 1H),
8.57 (s, 1H), 8.27 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 7.41 (m, 2H), 6.99 (m,
2H), 6.94 (d, J= 8.4 Hz, 1H) 4.73(m, 2H), 2.87(m, 2H), 2.76(m,
3H), 2.45(m, 3H).

Produto 30b: (22,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino) -
5’ -(trifluorometoxi)-[2,3’-biindolinilideno]-2'-ona di-
hidrocloreto (Composto 45)

H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 11.68 (s, 1H) 10.88 (s, 1H),
8.0 (s, 1H), 8.24 (1H, d, J= 7.5 Hz), 7.40 (2H, m), 7.01 (2H,
m), 6.94 (1H, d, J= 8.4 Hz) 4.82(2H, m), 2.98(2H, m), 2.41(4H,
m), 2.18(3H, m).

Produto 3la: (2Z2,3E)-5"-metd6xi-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 46)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) o (ppm) 11.74 (s, 1H), 10.49 (s, 1H),
8.35 (d, J= 2.2 Hz, 1H), 8.22 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 7.40 (m, 2H),
7.02 (m, 1H), 6.75 (d, J= 8.3 Hz, 1lH), 6.70 (dd, J= 7.6 Hz, 2.4
Hz, , 1H), 4.75(m, 2H), 3.72 (s, 3H), 2.90(m, 2H), 2.74(m, 3H),
2.47 (m, 3H).

Produto 31b: (2Z2,3E)-5"-metdxi-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 47)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) o (ppm) 11.76 (s, 1H), 10.51 (s, 1H),
8.38 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 8.23 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 7.42 (m, 2H),
7.02 (m, 1H), 6.75 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.72 (m, 1H), 4.75(m, 2H)
, 3.72 (s, 3H), 2.94(m, 2H), 2.36(m, 3H), 2.17(m, 3H).
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[064] Os compostos assim obtidos foram dissolvidos em DMSO
(Fisher, Waltham, MA, EUA) a uma concentracdo de 10 mmol/L e
armazenados a -20°C.

Exemplo 3: Andlise de quinase in vitro

[065] A 1inibicdo da atividade de FLT3 quinase foi medida por
meio de ensaios homogéneos de fluorescéncia determinados pelo
tempo (HTRF). As proteinas recombinantes contendo o dominio de
FLT3 quinase foram adquiridas com a Carna biosciences (Japdo).
As concentracdes ideais de enzima, ATP e substrato foram
estabelecidas usando o kit HTRF KinEASE (Cisbio, Franca) de
acordo com as instrucdes do fabricante. As enzimas FLT3 foram
misturadas em sequéncia com compostos diluidos e substratos
peptidicos em um tampdo de reacdo de quinase (HEPES 50 mM (pH
7,0), ATP 500 uM, ATP 500 uM, ortovanadato de sbédio 0,1 mM, MgCl,
5 mM, DTT 1 mM, albumina de soro bovino a 0,01% ( BSA) e NaN3 a
0,02%). Apds a adicdo dos reagentes para deteccdo, o sinal de
TR-FRET foi medido wusando um leitor de multiplas etiquetas
Victor (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA). O ICsy foi calculado por
regressdo ndo linear usando o Prism versdo 5.01 (GraphPad). Os
ensaios de JAK2, JAK3, cMET e RET de guinase 1in vitro também
foram realizados usando o ensaio HTRF.

[066] A analise de gquinase in vitro para IRAK4 foi realizada
utilizando o ensaio de atividade de ultra quinase LANCE (Perkin
Elmer) incluindo o peptideo ULight-p70S6K (Thr389) (motivo de
fosforilacdo FLGFTYVAP). Os ensaios consistiram de enzimas
misturadas com compostos sequencialmente diluidos, peptideo
ULight-p70S6K (Thr389) 50 nM e ATP 500 uM, que foram pré-
diluidos em tamp&o de quinase (HEPES 50 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM,
EGCl 1 mM , 2 mM DTIT e 0,01% de Tween20). A reacgdo de guinase
foi incubada a 25°C por 90 minutos e finalizada pela adicdo de
EDTA de 10 mM. Para a deteccdo do substrato fosfo, o anticorpo
Eu-anti-fosfo-p70S6K (Thr389) diluido com tampdo de deteccgdo foi
adicionado a uma concentracdo final de 2 nM e os produtos
reagidos foram incubados a 25°C por 1 hora. O sinal foi medido

com um leitor de etiquetas multiplas EnVision.



39/47

Exemplo 4: Xenoenxerto de tumor de camundongo (Xenoenxerto MV4;
11)

[067] MV4; 11 células foram inoculadas subcutaneamente no flanco

de camundongos fémeas BALB/c nu/nu (nu atimico) (5 =x 106°
células/camundongo) . Quando o tumor atingiu um volume médio de
100 mm3 (aproximadamente 14 dias apos a inoculacéao), os
camundongos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (n = 10

para o grupo controle, n = 6 para grupos de 5 mg/kg ou 10 mg/kg)
e injetados com 5 mg/kg ou 10 mg/kg de LDD1937 a 20 ml/kg em PBS
ou PBS puro (controle) na veia da cauda. O medicamento ou o
controle PBS foi injetado diariamente por um periodo de 21 dias.
O tamanho do tumor foi medido duas vezes por semana, durante 21
dias, e o volume do tumor foi calculado com a seguinte equacédo:
V (volume)=X (comprimento) x D (largura)?/2. Apbdbs 21 dias, os
ratos foram sacrificados e os pesos dos tumores foram medidos.
Exemplo 5: Xenoenxerto de tumor de camundongo (Xenoenxerto MDA-
MB-231)

[068] Camundongos Balb/c nu/nu de 6 semanas de idade (fémeas)
foram adquiridos no Central Lab. Animal Inc. para serem usados.
A linhagem celular MDA-MB-231 foi adquirida da ATCC para ser
usada. 1x107 de células foram inoculadas para cada camundongo, a
fim de criar um modelo de camundongo portador de tumor, e 100 uL
de uma solucdo de mistura de matrigel/PBS em conserva foram
utilizados como solvente. A administracdo do medicamento foi
iniciada quando o volume do tumor atingiu 200 mm3 a 300 mm3® (em
principio, o volume do tumor foi medido diariamente e o volume
foi calculado pela seguinte equacéo: \ (volume) = X
(comprimento) x D (largura)?/2).

[069] As substéncias candidatas LDD-2614 (Composto 21), 2633
(Composto 28), 2634 (Composto 34), 2635 (Composto 33) foram
administradas a 20 mg/kg/po/dia, e foi administrada
doxorrubicina, que era um controle, foi administrada a 5
mg/kg/ip (uma vez por semana) por 4 semanas.

Resultados experimentais

1. LDD1937 como inibidor da atividade de FLT3 guinase
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[070] A tabela 1 mostra a atividade inibitdéria contra FLT3 e

MV4;11.

[Tabela 1]
IC,, (nM)
Composto R R, R,
FLT3* MV4;n?
1 H COOCH, H 2800 s
2 H COOCH, CH;CHzBr 19 51
3 H COOCH;, CHzCH;NH; - HCI 5 15
4(LDDig37) | H COOCH, CHyCHoN NH -2HCI 3 1
5 H COOCH,  cHcH;N  N—-2HCI 1 n
N/
6 H COOCH, CHCH:N. O -HCI 253 53
7 H COOH H 8 4020
8 H COOH CH,CHyBr 13 340
9 H COOH CHzCH;NH; - HCI 3 150
10(LDD1g40) | H COOH CH3CHzN NH -2HCI 3 44
2CH;
1 H COOH CH,CH;N —2HCI 3 176
e/
12 H COOH CH,CHN O -HCl 8 1000
n/
CEP-701 3 3

[071] A Tabela 2 mostra a atividade inibidora dos Compostos 13 a

37 contra FLT3, MV4; 11 e MDA-MB-231.

[Tabela 2]
ICso (nM) | GIsg (nM) | GIsp (nM)
Composto | R; | Ry R3 MDA-MB-
FLT32 MV4;11
231
13 OH | NO» H 23,4 170 567, 6
14 OH | NO» CH,CH,N N— - 2HCI 18,9 50 29,10
L
15 H NO, CH>CH,NHo- HCI N. A N. A > 1
16 H NO, CH,CH,N NH - 2HCI 13,2 7,01 74,30
N
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17 NO2 | cHcH,N  NH -2HCI 35,5 10,2 88, 80
\__/
18 NO2 | CHH,N  N—-2HCl 35,5 118,1 69,70
T
19 NO, CHECHzn/—>.ch 453 1,49 804,10
o
20 NO, CH,CH, N~ 7. HCl 112 446,77 144,1
AN
21 F CH,CH,N NH - 2HCI 26,2 8,9 120, 6
\__/
22 F CH,CH,N N— - 2HCl 40,4 N. A 600, 4
B
23 F CHZCH2N<—>-HCI 45 3,19 > 1
24 F CHZCHzn'\’\;-Hm 116 633,9 |346,90
25 F CHZCHZGNHQHCI 81,5 85,67 > 1
26 F CH=CH:NCNH'?"C' 45,2 8,47 972,72
27 F CH,CH, N O - HCI 939 115,5 > 10
N
28 H CH,CH,N  NH -2HCI 2,7 0,51 275,5
%/
29 H CH,CH,N  N—-2HCI 7,42 54,8 483, 4
Nt
30 H CH;CHZN/_\}\~HCI 251 138,5 > 1
N
31 H cnzcuznﬁ.m. 51,9 103,5 313,10
32 H CH;.CH;N—CNH-E‘IICI 50,9 15,1 320,30
33 F CH,CH,N  NH -2HCI 0,9 1,0 116,6
%/
N N—-
34 F CHCH N, N—+2Hdl 3,2 11,09 126, 6
35 F cH,cH,N ) Hel 142 263,3 804,8
36 F CHZCHzN\/— ] - HCI 267 212 805
37 F CH;-CH;N—CNH-?IIGI 9,47 ll, 9 362’12
38 cl CH,CH, N NH -HCI [ 1,3 11,0 -
39 Cl CH5;CH,; N N— -HCI | 2,4 37,0 -
N/
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40 H |Br CH,CH, N NH -HCI | 1,0 10,0 -
AN

41 H |Br CH,CH, N N— -HCI | 4,8 25,0 -
N/

42 H |I CH,CH, N NH-HCI | 1,38 9,0 -
N/

43 H I CH,CH, N N— -HCI | 5,8 32,0 -
N/

44 H |OCF3| CH,CH,N NH - HCI | 40,2 20,0 -
N/
N/

46 H |OCH3 | CH,CH,N NH - HCI | 12,4 17,0 -
N/

477 H OCH3 | CH,CH5, N N— -HCI | 2,1 7,0 -
N/

[072] A atividade de cada composto foi testada 3 vezes.

[073] Os presentes 1inventores relataram anteriormente que uma
série de derivados de indirubina substituida em 5 s&o como
inibidores potentes de FLT3, que inibem efetivamente o)
crescimento de células de leucemia mieloide aguda [21]. Embora a
indirubina tenha um potente efeito inibidor da qguinase, sua
baixa solubilidade na agua causou alguns problemas fisioldgicos.
A fim de abordar os problemas de solubilidade desses derivados
de indirubina, os presentes inventores projetaram e sintetizaram
novos andlogos tendo grupos funcionais hidrofilicos nas
moléculas.

[074] Recentemente, o0s presentes inventores descobriram gque o
derivado de 5-carboxi-indirubina 7 inibiu fortemente a FLT3
gquinase (ICsgp = 8 nM) sem atividade antiproliferativa contra a
linhagem celular de leucemia humana MV4; 11, qgque expressa FLT3-
ITD (ver Tabela 1). Curiosamente, o correspondente analogo 1 de
5-carboxi éster mostrou atividade potente anti-proliferativa
contra MvV4; 11 células (ICsg = 41 nM) apesar da atividade
inibidora de FLT3 muito fraca. Portanto, o0s presentes inventores

tentaram otimizar para aumentar a atividade inibidora do
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crescimento de FLT3 quinase e MV4; 11, realizando derivatizacao
adicional na posicdo 3’ da espinha dorsal da indirubina.

[075] Foi relatado que a substituicdo de 3'-alquil de derivados
de indirubina oxima por outras cinases confere vantagens como
maior poténcia e solubilidade em &gua. Embora ndo tenha havido
relatos de derivados de indirubina oxima substituidos por 3'-
alquil com grupos de 5-4cido carboxilico ou éster como
inibidores de FLT3, os presentes inventores sintetizaram esses
andlogos para obter a vantagem da substituicdo de alquil na
posicdo da oxima 3’. O efeito inibitério dos andlogos de
indirubina substituidos em 3’ é descrito na Tabela 1. Em geral,
os compostos substituidos por alquil mostraram uma atividade
inibidora aumentada contra FLT3 e MV4; 11 em comparacdo com OsS
compostos 1 e 7. Os andlogos do composto 1 substituido por 5-
éster mostraram uma atividade inibidora potente contra a FLT3-
quinase, bem como MV4; 11 células. No entanto, os derivados de
5-carboxi (9-12) mostraram uma atividade inibidora ligeiramente
inferior a dos analogos de 5-éster (3-6), apesar de uma forte
atividade inibidora contra a FLT3 gquinase. Os efeitos inibidores
contra FLT3 e MV4; 11 dependiam do substituinte na posigcdo R. A
atividade inibidora contra FLT3 aumentou na ordem de morfolina,
etil brometo <N-metil piperazina <amina, piperazina, enquanto a
atividade inibidora contra MV4; 11 aumentou na seguinte ordem:
morfolina, etil brometo <amina, N-metil piperazina <piperazina.
As substituicdes de etil brometo e morfolina na posicdo R
(Compostos 2, 6, 8 e 12) ndo tiveram um efeito crucial na
capacidade inibidora contra FLT3 e MV4; 11) Os compostos 4 e 10
de etil piperazina mostraram a atividade inibidora mais potente
contra FLT3 (ICsp=3 nM) e MV4; 11 (ICsp=1 nM e 40nM) em cada
série. Além disso, o composto 4 inibiu mais potentemente o
crescimento de células MvV4; 11 que o CEP-701, wum conhecido
inibidor de FLT3. Surpreendentemente, todas as séries
substituidas por algquil do composto 1 de 5-metil éster mostraram
uma atividade inibidora significativamente aumentada contra a
FLT3-quinase. O composto 4 substituido por etil piperazina

mostrou a atividade mais potente contra FLT3 (ICs0=3 nM) e MV4;
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11 (ICs0=1 nM), cuja atividade foi aumentada em 1000 e 40 vezes,
respectivamente, em comparacdo com o composto 1 inicial. Além
disso, a introducdo de um alquil substituinte na posicdo 3’-
oxima de indirubina 7 de 5-acido carboxilico melhorou
significativamente o efeito inibidor contra MV4; 11. Semelhante
a familia de 5-metil éster, o composto 10 substituido por
piperazina mostrou o efeito inibidor mais potente contra FLT3 e
Mv4; 11. No entanto, o composto 10 mostrou wuma atividade
inibidora moderada apenas contra células MV4; 11, apesar de sua
potente atividade inibidora contra FLT3 quinase. Os presentes
inventores previram que os derivados de 5-adcido carboxilico
seriam polares demais para passar através da membrana celular.

[076] No processo de identificacdo dos inibidores da tirosina
quinase receptora, varios analogos da indirubina foram

sintetizados e sua relacdo de atividade da estrutura foi

investigada (Tabela 1). Entre 12 compostos, o Composto 4
(LDD1937, FIG. 1A), metil (2Z2,3E)-2"-0ox0-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato di-
hidrocloreto foi selecionado e ainda caracterizado. Como

mostrado na FIG. 1B, o ICsy; do Composto 4 (LDD1937) contra a
atividade de FLT3 quinase foi de 3 nM. Os valores de ICsg do
Composto 4 em relagdo a outras atividades de guinase também
foram medidos (Tabela 3). Havia pelo menos uma diferenca de 170

vezes no ICsy entre FLT3 e outras guinases.

[Tabela 3]
Quinase ICs (UMD
FLT3 0.003 = 0.00052
JAK2 0.52 £0.0727
JAK3 0.69 = 0.0599
cMET 0.25+£0.074
IRAK4 0.30 4

Os dados indicaram a média +S.D.

2. Inibicdo de proliferacdo de célula MV4; 11 e inducdo de morte
celular apoptdtica seletiva de LDD1937.
[077] As células MV4; 11 sdo células de leucemia com uma mutacdo

na tirosina guinase FLT3 receptora. O MV4; 11 células abrigam
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uma mutacdo de FLT3 (FLT3-ITD) com uma duplicacdo sequencial
interna (ITD) no dominio justamembrana, o que causa a ativacéao
constitutiva da atividade de FLT3 [3]. O crescimento e a
sobrevivéncia da célula MvV4; 11 dependem da atividade de FLT3
[23]. A citotoxicidade por LDD1937 foi medida e apresentada na
Tabela 4. As células Jurkat de 1linfécitos T imortalizadas,
células PC-3 de céncer de préstata, células MCF-7 de céancer de
mama e células K562 de eritropoiese também foram usadas para o
ensaio de citotoxicidade. As células MV4; 11 apresentaram uma
alta sensibilidade ao tratamento de LDD1937 (GIsg = 1 nM) em
comparac¢cdo com outras linhas celulares. Em termos dos valores do
GIsg, © LDD1937 foi de 1000 a 2000 wvezes mais potentes nas
células MV4;11 do que em outras linhas celulares.

[Tabela 4]

Linhagem celular Gl (UMD

MV-4-11 0.0012+0.00015
Jurkat 1.44+0.29
PC-3 1.1=0.14
MCE-7 2.14+£0.16
K562 1.21+0.33

Os dados indicaram a média +S.D.

3. Inibicdo do Crescimento Tumoral de LDD1937 in vivo

[078] Para examinar a eficdcia do LDD1937 in vivo, um estudo de
xenoenxerto de MV4; 11 foi realizado. As células MV4; 11 foram
injetadas por via subcutdnea em camundongos BALB/c nu/nu para
fazer crescer tumores com um tamanho de aproximadamente 100 mm3.
Além disso, o LDD1937 ou o controle de PBS foi administrado por
via 1intravenosa por 3 semanas. Como mostrado na FIG. 2A, o
tamanho do tumor do grupo de LDD1937 foi significativamente
menor do gque o do grupo controle. Em particular, no grupo de 10
mg/kg, o tumor desapareceu a partir do dia 3, que foi baseado no
volume medido do tumor (FIG. 2A). A disseccdo do 1local de
injecdo do tumor confirmou o desaparecimento completo da massa
tumoral no grupo de 10 mg/kg. Portanto, o peso do tumor sé pdde
ser medido no grupo controle e no grupo 5 mg/kg, e houve uma

diminuicdo significativa no peso do tumor no grupo 5 mg/kg do
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LDD1937 (FIG. 2B). Além disso, n&do houve diferenca significativa
no peso corporal entre o0s grupos durante o periodo de
administracdo (FIG. 3).

4., Efeito anticancerigeno in vivo de 4 compostos

[079] Para examinar a eficdcia in vivo de gquatro derivados de
indirubina, foi realizado um estudo de xenoenxerto de MDA-MB-
231. As células cultivadas foram cultivadas em camundongos
BALB/c nu/nu (fémea) até um tamanho de tumor de aproximadamente
200 mm* a 300 mm?®. Além disso, quatro derivados de indirubina,
LDD-2614 (Composto 21), 2633 (Composto 28), 2634 (Composto 34) e
2635 (Composto 33) foram administrados cada um a 20 mg/kg. Como
grupo comparativo, a doxorrubicina foi administrada a 5 mg/kg
por 4 semanas. Como mostrado na FIG. 4, ndo houve diferenca
significativa nos pesos do figado e dos rins apods a
administracdo dos quatro compostos, mas houve alguma diferenca
no peso do tecido canceroso. Durante o mesmo periodo, foi
confirmado que o volume de tecido canceroso foi reduzido para um
nivel semelhante ao do grupo de controle (FIG. 5). A disseccéao
do local de injecdo do tumor confirmou que trés compostos de
2633 (Composto 28), 2634 (Composto 34) e 2635 (Composto 33)
apresentaram efeitos anticdncer semelhantes ao Grupo Comparativo
(FIG. 6)

[080] A tirosina quinase receptora similar a FMS (FLT3) pertence
a familia da tirosina quinase receptora (RTK), e mutacdes de
FLT3 foram observadas em 1/3 dos pacientes com leucemia mieloide
aguda (LMA). Como descrito acima, os presentes inventores
identificaram um inibidor LDD1937 potente de FLT3, que inclui um
esqueleto de indirubina. A potente atividade inibidora de
ILDD1937 contra FLT3 foi demonstrada com um ensaio de guinase in
vitro ((ICsp = 3 nM). O composto LDD1937 inibiu seletivamente o
crescimento de células MV4; 11 (GIsg = 1 nM)) e induziu a morte
celular apoptdética. O LDD1937 causou parada do ciclo celular na
fase G,/M e aumentou a populacdo de células na fase sub-G;. A
fosforilacdo de STATS, uma sinalizacdo downstream de FLT3, foi
significativamente reduzida por LDD1937 de uma maneira

dependente da dose. As propriedades farmacocinéticas de LDD1937
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foram investigadas em camundongos. Além disso, o efeito
antitumoral in wvivo foi avaliado usando xenoenxertos de MV4; 11.
O volume e o peso do tumor diminuiram significativamente em
comparagdo com O grupo de controle com a administracdo
intravenosa de 5 mg/kg e 10 mg/kg em camundongos nu/nu.

[081] Embora partes especificas da presente invencgdo tenham sido
descritas em detalhes, serd evidente para os especialistas na
técnica que essas técnicas especificas sdo apenas uma modalidade
preferencial e que o escopo da presente invengdo ndo esta
limitado a elas. Portanto, o escopo essencial da presente
invencdo serd definido ©pelas reivindicacgdes anexas e seus

equivalentes.
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Reivindicacdes

1. Um composto caracterizado por ser representado pela Fdérmula
Quimica 1 abaixo, um sal aceitéavel farmaceuticamente, um solvato

ou um hidrato do mesmo:

Férmula quimica 1

R3 Rz

Na Férmula quimica 1, R; é hidrogénio, fluoro ou hidroxi, Ry é
hidrogénio, haldgeno, nitro, carboxil, C;-C, alquil éster ou Ci1-C4

alcoxi substituido ou ndo substituido por haldgeno e R; &
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2. O composto, um sal aceitédvel farmaceuticamente, um solvato

hidrogénio, 2-bromoetil,

ou

ou um hidrato da reivindicacdo 1, caracterizado por Rs ser

qualquer um dos substituintes selecionados no grupo que consiste
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fi\v//ﬂ\\ L\\//N\\
em de 2-bromoetil, NHz-HGL e
J£i¢//\\N//\\1
L\\\’/,NH~2HC

3. O composto, um sal aceitdvel farmaceuticamente, um solvato
ou um hidrato da reivindicacd&o 1, caracterizado por Rs ser

qualquer um dos substituintes selecionados no grupo que consiste

em , e .
4. O composto, um sal aceitavel farmaceuticamente, um solvato
ou hidrato da reivindicacéao 1, caracterizado por R3

A, PN
O\.m. OH -

ser ou
5. O composto, um sal aceitdvel farmaceuticamente, um solvato
ou um hidrato de qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 4,
caracterizado por R, ser C;-C4 alquil éster.

6. O composto, um sal aceitavel farmaceuticamente, um solvato
ou um hidrato da reivindicacgdo 5, caracterizado por Ci;-Cs alquil
éster ser metil éster.

7. O composto, um sal aceitdvel farmaceuticamente, um solvato
ou um hidrato da reivindicacdo 5, caracterizado por Rz ser

qualquer um dos substituintes selecionados no grupo que consiste

J&/\N/\ JJJ\/\N/\
fi\"//’\\“NH L\\\/,/N\\ el L\\\//,NH~2HC
em 2-HCl e .
8. O composto, um sal aceitédvel farmaceuticamente, um solvato

ou um hidrato da reivindicacdo 1, caracterizado pelo composto

representado pela Fdérmula Quimica 1 ser gualquer um selecionado



3/9

do grupo gque consiste nos seguintes componentes: metil (2Z,3E)-

2" -0ox0-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3' -

biindolinilideno]-5’-carboxilato hidrocloreto (Composto 4),
metil (2Z,3E)-3-(hidroxi-imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno] -
5’ -carboxilato (Composto 1), metil (22,3E)=-3-((2-

bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato
(Composto 2), metil (272,3E)-3-((2-aminoetoxi) imino) -2’ -oxo-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto
3), metil (2Z,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-2'-
oxo-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato di-hidrocloreto
(Composto 5), metil (27,3E)-3-((2-morfolinoetoxi)imino)-2’-0ox0-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto
o), (2Z2,3E)-3-((2-bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’-a&cido carboxilico (Composto 8), (2%Z,3E)-3-
((2-aminoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno]-5’"-4cido
carboxilico hidrocloreto (Composto 9), (22,3E)-2"-0x0-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-5’"-4cido
carboxilico di-hidrocloreto (Composto 10), (27, 3E)=-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-2’-oxo-[2,3’'-biindolinilideno]-
5’-4cido carboxilico di-hidrocloreto (Composto 11), (2%,3E)-3-
((2-morfolinoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"'-biindolinilideno]-5"-
carboxilato hidrocloreto (Composto 12), (272,3E)-5-hidroxi-3-

(hidroxi-imino)-5’"-nitro-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona

(Composto 13), (2Z,3E)-5-hidroxi-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-
hidrocloreto (Composto 14), (272,3E)-3-((2-aminocetoxi)imino)-5’-

nitro-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 15),
(2Z2,3E)-5"-nitro-3-((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3' -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 16), (2Z,3E)-
5-fluoro-5"-nitro-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3" -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 17), (27Z,3E)-
5-fluoro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-5'-nitro-
[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 18),
(2Z,3E)-5-fluoro-5'-nitro-3-((2- (piperidin-1-il)etoxi)imino) -
[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto (Composto 19),

(2Z,3E)-5-fluoro-5'-nitro-3-((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)imino) -
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[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto (Composto 20),
(2Z2,3E)-5,5"-difluoro-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3" -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 21), (27Z,3E)-
5,5 -difluoro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3" -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 22), (2Z,3E)-
5,5 -difluoro-3-((2- (piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3' -
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 23), (27, 3E) -
5,5 -difluoro-3-((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3" -
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 24), (2Z,3E)-3-
((2-(4-aminopiperidin-1-il)etoxi)imino)-5,5’"-difluoro-[2,3" -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 25), (27,3E)-
5,5 -difluoro-3-((2-(piperidin-4-ilamino)etoxi)imino)-[2,3’ -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 26), (27,3E)-
5,5"-difluoro-3-((2-morfolinoetoxi)imino)-[2, 3’ -
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 27), (2Z,3E)-3-
((2-(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona
di-hidrocloreto (Composto 28), (272,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-
1-il)etoxi)imino)-[2, 3’ -biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto
(Composto 29), (2Z,3E)-3-((2-(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"~-
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 30), (2Z,3E)-3-
((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 31), (22,3E)-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2, 3’ -biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 32), (2Z,3E)-5"-fluoro-3-((2-(piperazin-

1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto

(Composto 33), (272,3E)-5"-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 34), (2Z2,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 35), (2Z,3E)-5"-fluoro-3-((2-(pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 36), (2Z2,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2, 3’ -biindolinilideno] -2’ -ona di-

hidrocloreto (Composto 37), (2Z,3E)-5'-cloro-3-((2-(piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto

(Composto 38), (22,3E)-5"-cloro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
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il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 39), (2Z2,3E)-5"-bromo-3-( (2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 40), (2Z,3E) -5’ -bromo-3-( (2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 41), (2Z,3E)-5"-1i0do-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 42y, (2Z,3E)-5"-iodo-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 43), (272,3E)-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino) -5’ -
(trifluorometoxi)-[2,3’-biindolinilideno]-2’"-ona di-hidrocloreto
(Composto 44) , (22,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino) -5’ - (trifluorometoxi)-[2, 3’ -biindolinilideno]-2"'-
ona di-hidrocloreto (Composto 45), (27, 3E)-5" -metoxi-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’'-ona di-
hidrocloreto (Composto 46) e (2Z,3E)=-5"-metoxi-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2"-ona

di-hidrocloreto (Composto 47).

9. O composto, um sal aceitdvel farmaceuticamente, um solvato
ou um hidrato de qualquer uma das reivindicacdes, caracterizado
pelo composto representado pela Férmula Quimica 1 ter um valor
de ICsg para a inibicdo de FLT3 de 100 nM ou menos.

10. O composto, um sal aceitadvel farmaceuticamente, um solvato
ou um hidrato de gqualquer uma das reivindicac¢des, caracterizado
pelo composto representado pela Férmula Quimica 1 ter um valor
de ICsp para a inibicdo de FLT3 de 20 nM ou menos.

11. Uma composigdo farmacéutica para evitar ou tratar leucemia
mieloide aguda ou cdncer de mama metastatico caracterizada por
compreender: (a) um composto representado pela Fé4rmula Quimica 1
abaixo, um sal aceitdvel farmaceuticamente, um solvato ou um
hidrato do mesmo; e (b) um portador aceitédvel farmaceuticamente:

Férmula quimica 1



Na Férmula Quimica 1, R; é hidrogénio, fluoro ou hidroxi, R; é
hidrogénio, haldgeno, nitro, carboxil, C;-C4 alquil éster ou Ci1-C4

alcoxi substituido ou n&o substituido por haldgeno, e R; &

N
hidrogénio, 2-bromoetil, NHz-HCL e

O 0L D

J’(/\N MQ
NH,-2HCI oy

14
//J:::::THQHU
J’Q/\N
H -

12. A composicdo farmacéutica da reivindicacdo 11, caracterizada

A, PN

13. A composicdo farmacéutica da reivindicacdo 11, caracterizada

por Rs ser

pelo composto representado pela Fdérmula Quimica 1 ser qualquer

um selecionado no grupo que consiste os seguintes compostos:

metil (2Z,3E) -2’ -0ox0-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’ -
biindolinilideno]-5’-carboxilato di-hidrocloreto (Composto 4),
metil (2Z,3E)-3-(hidroxi-imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno] -

5’ -carboxilato (Composto 1), metil (22,3E)-3-((2-
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bromoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato
(Composto 2), metil (272,3E)-3-((2-aminoetoxi) imino) -2’ -oxo-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto

3), metil (2Z2,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-2'-

oxo-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato di-hidrocloreto
(Composto 5), metil (2Z,3E)-3-((2-morfolinoetoxi)imino)-2’-oxo-
[2,3"-biindolinilideno] -5’ -carboxilato hidrocloreto (Composto

o), (2Z,3E)-3-(hidroxi-imino) -2’ -oxo-[2, 3" -biindolinilideno]-5"-
dcido carboxilico (Composto 7), (2%Z,3E)-3-((2-bromoetoxi)imino) -
2" -ox0-[2,3"-biindolinilideno] -5’ -4cido carboxilico (Composto
8), (2Z2,3E)-3-((2-aminoetoxi)imino) -2’ -oxo-[2,3" -
biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico hidrocloreto (Composto
9), (272,3E)-2"-0x0-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3' -
biindolinilideno]-5’"-4cido carboxilico di-hidrocloreto (Composto
10), (22,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino) -2’ -oxo-
[2,3"-biindolinilideno]-5’-4cido carboxilico di-hidrocloreto
(Composto 11), (27Z,3E)-3-((2-morfolinoetoxi)imino)-2’-oxo-[2,3'~-
biindolinilideno]-5’-carboxilato hidrocloreto (Composto 12),
(272,3E)-5-hidroxi-3- (hidroxi-imino)-5’"-nitro-[2, 3’ -
biindolinilideno]-2’-ona (Composto 13), (2Z,3E)-5-hidroxi-3-((2-
(4-metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3' -
biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto (Composto 14), (2Z,3E)-
3-((2-aminoetoxi)imino) -5’ -nitro-[2, 3’ -biindolinilideno]-2'-ona

hidrocloreto (Composto 15), (2Z,3E)-5'"-nitro-3-((2-(piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto lo0), (272,3E)-5-fluoro-5'-nitro-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 17), (2Z2,3E)-5-fluoro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-5"-nitro-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 18), (22,3E)-5-fluoro-5"-nitro-3-((2-

(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona
hidrocloreto (Composto 19), (27, 3E)-5-fluoro-5"-nitro-3-((2-
(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 20), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-

hidrocloreto (Composto 21), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-(4-
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metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno]-2’-ona
di-hidrocloreto (Composto 22), (22,3E)=-5,5"-difluoro-3-((2-
(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 23), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2"-ona
hidrocloreto (Composto 24), (22,3E)-3-((2-(4-aminopiperidin-1-
il)etoxi)imino)-5,5"-difluoro-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona di-
hidrocloreto (Composto 25), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-

(piperidin-4-ilamino)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno]-2’-ona

di-hidrocloreto (Composto 260), (22,3E)-5,5"-difluoro-3-((2-
morfolinoetoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona

hidrocloreto (Composto 27), (22,3E)-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 28), (22,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto

(Composto 29), (2Z,3E)-3-((2-(piperidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3’~-
biindolinilideno]-2’-ona hidrocloreto (Composto 30), (2Z,3E)-3-
((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona
hidrocloreto (Composto 31), (272,3E)-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2, 3’ -biindolinilideno] -2’ -ona di-
hidrocloreto (Composto 32), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperazin-

l1-il)etoxi)imino)-[2,3" -biindolinilideno]-2’-ona di-hidrocloreto

(Composto 33), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 34), (27,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 35), (272,3E)-5"-fluoro-3-((2-(pirrolidin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"'-biindolinilideno] -2’ -ona hidrocloreto
(Composto 36), (22,3E)-5"-fluoro-3-((2- (piperidin-4-
ilamino)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno]-2’-ona di-

hidrocloreto (Composto 37), (2%Z,3E)-5'-cloro-3-((2-(piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3’-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 38), (2Z2,3E)-5"-cloro-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 39), (2Z,3E)-5"-bromo-3-( (2- (piperazin-1-

il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
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(Composto 40), (2Z,3E) -5’ -bromo-3-( (2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3’'-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 41), (2Z2,3E)-5"-1i0do-3-((2- (piperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 42), (272,3E)-5"-iodo-3-((2- (4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno] -2’ -ona di-hidrocloreto
(Composto 43), (2Z2,3E)-3-((2- (piperazin-1-il)etoxi)imino) -5’ -

(trifluorometoxi)-[2,3’-biindolinilideno]-2’"-ona di-hidrocloreto
(Composto 44), (272,3E)-3-((2-(4-metilpiperazin-1-
il)etoxi)imino) -5’ - (trifluorometoxi)-[2, 3’ -biindolinilideno]-2"-
ona di-hidrocloreto (Composto 45), (27, 3E)-5"-metoxi-3-((2-
(piperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"' -biindolinilideno]-2’-ona di-
hidrocloreto (Composto 406) e (272,3E)-5"-metoxi-3-((2-(4-
metilpiperazin-1-il)etoxi)imino)-[2,3"-biindolinilideno]-2’-ona

di-hidrocloreto (Composto 47).
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Resumo
COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA PREVENTIR ou TRATAR LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA OU CANCER DE MAMA METASTATICO. A presente
invencdo refere-se a uma composicdo farmacéutica para prevenir
ou tratar leucemia mieloide aguda ou clncer de mama metastatico,
compreendendo, como um ingrediente ativo, um derivado de
indirubina. Quando o composto da presente invencdo é usado, ele
pode inibir efetivamente a atividade da FLT3 guinase e pode ser
utilizado de maneira Util para prevenir ou tratar leucemia

mieloide aguda ou céncer de mama metastatico.



