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RESUMO

"DERIVADOS DE DIARIL-UREIA UTEIS PARA O TRATAMENTO DE

DOENCAS DEPENDENTES DE PROTEINA QUINASE"

A invencdo relaciona—-se com a utilizacdo de deri-
vados de diaril-ureia no tratamento de doencas dependentes
de proteina quinase ou para o fabrico de composigdes
farmacéuticas para utilizagdo no tratamento das referidas
doencas, com métodos de utilizacao de derivados de diaril-
ureia no tratamento das referidas doencgas, com preparacdes
farmacéuticas compreendendo derivados de diaril-ureia para
o tratamento das referidas doencas, com derivados de
diaril-ureia para utilizacdo no tratamento das referidas
doencas, com novos derivados de diaril-ureia, com prepa-
racbes farmacéuticas que compreendem estes novos derivados
de diaril-ureia, com processos para o fabrico dos novos
derivados de diaril-ureia, com a utilizacdo ou métodos de
utilizacdo dos novos derivados de diaril-ureia tal como
referido acima, e/ou com estes novos derivados de diaril-
ureia para utilizacgdo no tratamento do corpo animal ou

humano.
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DESCRICAO

"DERIVADOS DE DIARIL-UREIA UTEIS PARA O TRATAMENTO DE

DOENCAS DEPENDENTES DE PROTEINA QUINASE"

SUMARIO DA INVENCAO

A invencdo relaciona-se com a utilizacao de
derivados de diaril-ureia para o fabrico de composigdes
farmacéuticas para utilizacdo no tratamento das referidas
doencas, com preparacdes farmacéuticas compreendendo
derivados de diaril-ureia para o tratamento das referidas
doencas, com os referidos derivados de diaril-ureia e com
processos para o fabrico dos novos derivados de diaril-

ureia, tal como definido adiante e nas reivindicacdes.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As proteinas quinases (PKs) sao enzimas que cata-
lisam a fosforilacao de residuos especificos de serina,
treonina ou tirosina em proteinas celulares. Estas modifi-
cagcdbes pods—-translacionais de proteinas substratos actuam
como interruptores moleculares que regulam a proliferacao,
activacdo e/ou diferenciacao celular. Foi observada activi-
dade de PK aberrante ou excessiva em muitos estados pato-
légicos incluindo doencas proliferativas benignas e mali-

gnas. Em muitos casos, foi possivel tratar doengas in vitro
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e em muitos casos in vivo, tais como doengas prolifera-

tivas, por utilizacgdo de inibidores de PK.

Devido ao grande nuUmero de inibidores de protei-
nas quinases e a multitude de doencas proliferativas e
outras relacionadas com PK, ha& sempre uma necessidade de
proporcionar nova classes de compostos que sao Uteis como
inibidores de PK e por isso no tratamento destas doencgas
relacionadas com PTK. O que é necessario sado novas classes
de compostos inibidores de PK vantajosos do ponto de wvista

farmacéutico.

WO 00/42012 e WO01/53274 revela compostos que nao

englobam os compostos da presente invencéo.

DESCRICAO GERAL DA INVENCAO

Verificou-se agora que varios compostos da classe
dos derivados de diaril-ureia apresentam inibigdo de varias
proteinas tirosinas gquinases. Entre as vantagens, sao de
referir uma boa biodisponibilidade e, especialmente quando
os substituintes no anel com A na férmula I apresentada
adiante estdo presentes, menor acessibilidade ao meta-
bolismo. Os compostos de fdérmula I, descritos adiante em
mais pormenor, especialmente apresentam inibicdo de uma ou
mais das seguintes proteinas tirosina quinases: c-Abl, Bcr-
Abl, o receptor de tirosina quinases F1lt3, VEGF-R ou c-Kit,
bem como associagdes de duas ou mais destas; no caso dos

novos derivados de diaril-ureia de acordo com a invencao,
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os compostos sdo apropriados para a inibicdo destas e/ou de
outras proteinas tirosina quinases, especialmente as men-
cionadas acima e/ou, além disso, a tirosina quinase néo
receptora Raf, e/ou para a inibigdo de mutantes destas
enzimas, especialmente de Bcr-Abl, por exemplo o mutante
Glu255->Lisina. Tendo em conta estas actividades, os com-—
postos podem ser utilizados para o tratamento de doencgas
relacionadas com actividades especialmente aberrante ou
excessiva desses tipos de quinases, especialmente as men-

cionadas.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A  invengdo relaciona-se especialmente com um

derivado de diaril-ureia de férmula I

NoA o
R{‘Q N W F4
N. =N = Q9 .

BNt

em que Z € um radical de fdérmula IA

cada um de R;, Ry, Rs, independentemente dos outros, &
hidrogénio, hidroxilo, amino, nitro, C;-C; alquilo, halo-
geno-C;-C; alquilo, C;-C; alcoxi, halogeno-C;-C; alcoxi,

halogéneo, fenilo, fenilamino, hidroxifenil-amino, amino-
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Ci—-Cralquil-oxifenilamino, carbamoilfenil-amino, [N-(hidro-
xi-C;-Crsalquil) -carbamoil]-fenil-amino, heterociclilo satu-
rado com 5 ou 6 membros com 1 ou 2 heteroatomos selecciona-—

dos do grupo que consiste em N, O e S,

e pelo menos um de R;, R, e Ry & um piperidilo, piperidil-
C;—-Cralquilo, C;-Cralquil-piperazinilo, ou C;-Cralquil-

piperazinil-C;-Cralquilo;

e Ry é amino ou C;—-Cralquilamino;

ou um seu tautdmero;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitdavel;

bem como a sua utilizacao para o fabrico de composigdes
farmacéuticas para utilizacdo no tratamento de doencgas
dependentes de proteinas quinases (especialmente tirosina),
preparagdes farmacéuticas compreendendo os referidos deri-
vados de diaril-ureia para o tratamento das referidas doen-
cas, o0s referidos derivados de diaril-ureia para utilizacao
no tratamento das referidas doencas, processos para o
fabrico dos novos derivados de diaril-ureia ou os eus sais
farmaceuticamente aceitdaveis, e/ou estes novos derivados de
diaril-ureia ou os seus sais farmaceuticamente aceitaveis

para utilizacgdo no tratamento do corpo humano ou animal.

Os termos gerais aqui utilizados anteriormente e

dagui em diante tém de preferéncia, no contexto desta
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descricédo, os seguintes significados, salvo indicacgédo em

contrdrio:

O prefixo "inferior" denota um radical com g até
e incluindo um méximo de 7, especialmente 1 até e incluindo
um maximo de 4 Atomos de carbono, sendo os radicais em
questao lineares ou ramificados com ramificacdes simples ou
multiplas. Alquilo inferior, por exemplo, é metilo, etilo,
n-propilo, sec-propilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo,

terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo ou n-heptilo.

Quando se utiliza a forma no plural para compos-—
tos, sais, preparagdes farmacéuticas, doencas e outros
semelhantes, pretende-se significar também um sé composto,

sal, ou outro semelhante.

Halogéneo ou halogeno ¢é preferencialmente iodo,

bromo, cloro ou fltor, especialmente fluor, cloro ou bromo.

Devido a relagdo prdéxima entre os derivados de
diaril-ureia em forma livre e na forma dos seus sais,
incluindo os sais que podem ser utilizados como interme-
didrios, por exemplo na purificacdo ou identificacdo dos
novos compostos, tautdmeros ou misturas tautoméricas e os
seus sais, qualquer referéncia aqui feita anteriormente e
daqui em diante a estes compostos, especialmente os compos-—
tos de férmula I, € para ser entendida como se referindo
também aos correspondentes tautdmeros desses compostos,

especialmente os compostos de fdérmula I, misturas tauto-
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méricas desses compostos, especialmente de compostos de
férmula I, ou sais de quaisquer destes, consoante apro-
priado e conveniente e se ndo mencionado de outra forma. Os
tautdémeros podem, e.g., estar presentes em casos em Jue
amino ou hidroxilo, cada um com pelo menos um hidrogénio
ligado, estdo ligados a atomos de carbono que estdo ligados
a atomos adjacentes por ligagdes duplas (e.g. tautomerismo
ceto-endélico ou imina-enamina). Os tautdmeros preferidos
sao as formas piridin-on-ilo ou pirimidin-on-ilo dos com-—
postos em que Rs é hidroxilo e as outras unidades sao
definidas como para compostos de férmula I ou I*, respecti-

vamente.

Onde € mencionado {um composto..., um seu tau-
témero; ou um seu sal" ou outro semelhante, isto significa
"um composto..., um seu tautdmero, ou um sal do composto ou

do tautdémero".

Pode estar presente qualquer Aatomo de carbono
assimétrico na configuracao (R), (S) ou (R,S), de prefe-
réncia na configuracédo (R) ou (S). os substituintes num
anel em Aatomos com ligacgdes saturadas podem ser possivel,
estar presentes na forma cis (=2) ou trans (=E). Os
compostos podem assim estar presentes como misturas de
isémeros ou de preferéncia como isdmeros puros, de prefe-
réncia como diasteredmeros de enantidébmeros puros, ou enan-

tiémeros puros.

Os sais sao de preferéncia os sais farmaceu-
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ticamente aceitdveis dos derivados de diaril-ureia, espe-
cialmente os compostos de férmula I se tém grupos

formadores de sais.

Os grupos formadores de sails sao grupos ou
radicais com propriedades basicas ou acidas. Os compostos
que tém pelo menos um grupo bdsico ou pelo menos um radical
bédsico, por exemplo amino, um grupo amino secundario que
nao forma uma ligagdo peptidica ou um radical piridilo,
podem formar sais de adicdo de 4acidos, por exemplo com
dcidos inorgdnicos, tais como 4&cido cloridrico, 4cido
sulfirico ou um A4acido fosférico, ou com Aacidos orgénicos
carboxilicos ou sulfénicos adequados, por exemplo &cidos
alifaticos mono- ou di-carboxilicos, tais como Aacido
trifluorocacético, 4&cido acético, 4&cido propidnico, A&acido
glicélico, acido succinico, Aacido maleico, acido fumarico,
acido hidroximaleico, acido malico, acido tartarico, Aacido
citrico ou &acido oxdlico, ou aminoacidos tais como arginina
ou lisina, A&cidos carboxilicos aromdticos, tais como Aacido
benzdico, acido 2—-fenoxi-benzdico, acido 2—acetoxi-
benzdico, acido salicilico, acido 4-aminossalicilico,
acidos carboxilicos aromaticos—alifaticos, tais como Aacido
mandélico ou acido cinédmico, acidos carboxilicos hetero-
aromaticos, tais como Acido nicotinico ou Aacido isoni-
cotinico, acidos sulfdénicos alifaticos, tais como acido
metano—, etano—- ou 2-hidroxi-etano-sulfdnico, ou Aacidos
sulfénicos aromadticos, por exemplo &acidos benzeno—-, p-—
tolueno- ou naftaleno-2-sulfénico. Quando estdo presentes
vdrios grupos bdsicos podem formar-se sais de adigdo de

mono— ou poli-acidos.
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Os compostos que tém grupos A4acidos, um grupo
carboxilo ou um grupo hidroxilo fendlico, podem formar sais
de metais ou de amdénio, tais como sals de metais alcalinos
ou metais alcalino-terrosos, por exemplo, sais de sédio,
potdssio, magnésio ou calcio, ou sais de amdénio com
amoniaco ou aminas orgédnicas adequadas, tais como mono-
aminas tercidrias, por exemplo trietilamina ou tri-(2-
hidroxi-etil)-amina, ou bases heterociclicas, por exemplo
N-etil-piperidina ou N,N'-dimetilpiperazina. Sa&o possiveis

misturas de sais.

Os compostos que tém tanto grupos A&acidos como

basicos podem formar sais internos.

Para efeitos de isolamento ou purificacgdo, bem
como no caso de compostos que sado utilizados adicionalmente
como intermedidrios, também & possivel utilizar sais
farmaceuticamente inaceitdveis, e.g. os picratos. Contudo,
para fins terapéuticos sé podem ser utilizados sais néo
tdéxicos farmaceuticamente aceitdveis, e esses sais sédo

portanto preferidos.

De preferéncia piperidilo ¢é piperidin-1-ilo,
piperidil-alquilo inferior ¢é piperidin-l1-ilmetilo, alquil
inferior-piperidinilo ¢é 4-metil-piperazin-1-ilo ou 4-etil-
piperazin-1-ilo, ou algquil inferior-piperazinil-alquilo
inferior ¢é 4-metil-piperazin-l-ilmetilo ou 4-etil-pipera-

zin-l-ilmetilo.
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O termo "tratamento de doencas dependentes de
tirosina proteina quinase" refere-se ao tratamento profi-
lactico ou de preferéncia terapéutico (incluindo paliativo
e/ou de cura) das referidas doencgas, especialmente das

doencas mencionadas adiante.

Quando subsequentemente ¢é mencionado o termo
"UTILIZACAQ", este inclui um qualguer ou mais das seguintes
formas de realizagdo da invencao, respectivamente: a
utilizacédo para o fabrico de composicdes farmacéuticas para
utilizacdo no tratamento de doencas dependentes de
proteinas (especialmente tirosinas) quinases, preparacdes
farmacéuticas compreendendo derivados de diaril-ureia para
o tratamento das referidas doengas, consoante apropriado e
conveniente, salvo indicagdo em contrdrio. Em particular,
as doengas a ser tratadas e por isso preferidas para
UTILIZACAO de um composto de férmula I sdo seleccionadas de
doencas dependentes de proteina (especialmente tirosina
quinase (significando "dependente" também "suportada", nao
sé "unicamente dependente”) mencionadas adiante, especial-
mente as correspondentes doencas proliferativas, mais
especialmente doencas que dependem da actividade de ras,
Abl, tirosina quinase receptora de VEGF, F1lt3, e/ou Bcr-—
Abl, especialmente as doencas mencionadas adiante para
estas tirosina ©proteinas quinases especificas. Outras
quinases de interesse incluem receptor de PDGF, c-KIT ou

receptor de EphB4.
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Os derivados de diaril-ureia de férmula I tém
propriedades farmacoldgicas valiosas e sdo Uteis no trata-
mento de doencas dependentes de proteinas quinases, espe-
cialmente dependentes de tirosina proteinas quinases por

exemplo, como fdrmacos para tratar doencgas proliferativas.

A  eficdcia dos compostos da invengdo como
inibidores de actividade da proteina tirosina quinase c-Abl

pode ser demonstrada como a seguir:

Un ensaio enzimdtico in vitro é realizado em
placas com 96 pocgos como um ensaio de ligacao ao filtro tal
como descrito por Geissler et al. em Cancer Res. 1992;
52:4492-4498, com as seguintes modificagdes. O dominio de
quinase marcado com HNis de c—-Abl é clonado e expresso no
sistema baculovirus/Sf9 tal como descrito por Bhat et al.
em J. Biol. Chem. 1997; 272:16170-16175. Uma proteina de 37
kD (quinase c-Abl) é purificada por um procedimento em dois
passos numa coluna de quelato de metal cobalto seguida por
uma coluna de permuta anidénica com um rendimento de 1-2
mg/L de células Sf9 (Bhat et al., referéncia citada). A
pureza da gquinase c-Abl é >90% como avaliado por SDS-PAGE
apdés coloracao com azul Coomassie. O ensaio contém (volume
total de 30 pL: quinase c-Abl (50 ng), Tris-HC1l 20 mM, pH
7,5, MgCl, 10 mM, Na3vVO, 10 upuM, DTT 1 mM e 0,06 nCi/ensaio
de [y”P]-ATP (ATP 5 uM) wutilizando 30 ng/mL de poli-
Ala,Glu,Lys,Tyr—-6:2:5:1 (Poly—-AEKY, Sigma P1152) na
presengca de DMSO a 1%. As reacgdes sao terminadas por

adicao de 10 pL de EDTA 250 mM e 30 uL da mistura
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reaccional sé&o transferidos para membrana Immobilon-PVDF
(Millipore, Bedford, Mass., EUA) previamente embebida
durante 5 min com metanol, lavada com dgua, depois embebida
durante 5 min com HsPO, a 0,5% e montada num colector de
vacuo com a fonte de vdcuo desligada. Apds a aplicagédo de
todas as amostras, o vacuo é ligado e cada pogo lavado com
200 pL de H3POs a 0,5%. As membranas sé&o retiradas e lavas
num agitador com H3PO, a 0,5% (4 vezes) e uma vez com
etanol. As membranas sdo contadas apds secagem a tempera-
tura ambiente, montadas num suporte para 96 pocos de um
TopCount da Packard, e adicdo de 10 ulL/pogo de Microscint™
(Packard). Utilizando este sistema de ensaio, o©os compostos
de férmula I ou I* apresentam valores da inibicdo ICsy na

gama de 0,001 a 100 pM, normalmente entre 0,05 e 5 uM.

A inibicado da autofosforilagdo de receptores
induzida por VEGFEF pode ser confirmada com mais experiéncias
in vitro em células tais como células CHO transfectadas,
que exprimem permanentemente receptor VEGF-R2 humano (KDR),
sdo cultivadas em meio de cultura completo (com FCS = soro
fetal de vitelo a 10%) em placas de cultura de células com
6 pogcos e incubadas a 37°C sob CO, a 5% até apresentarem
cerca de 80% de confluéncia. Os compostos a ser testados
sdo entdo diluidos em meio de cultura (sem FCS, com
albumina de soro de bovino a 0,1%) e adicionados as
células. (Os controlos incluem meio sem compostos de
teste). Apds duas horas de incubagdo a 37°C, adiciona-se
VEGF recombinante; a concentracdo final de VEGF é 20 ng/mL.

Apbés mais cinco minutos de incubacgao a 37°C, as células sao
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lavadas duas vezes com PBS gelado (soro fisioldgico
tamponado com fosfato) e imediatamente lisadas em 100 pL de
tampdo de lise por pocgo. Os lisados sado entdo centrifugados
para remover os nucleos das células, e as concentracdes de
proteina dos sobrenadantes sédo determinadas utilizando um
ensaio de proteinas comercial (BIORAD). Os lisados podem
ser ou imediatamente utilizados, ou, se necessario,

armazenados a —-20°C.

E realizado um ELISA em sanduiche para medir a
fosforilagdo de VEGF-R2: um anticorpo monoclonal para VEGF-
R2 (por exemplo Mab 1495.12.14; preparado por H. Towbin,
Novartis ou un anticorpo monoclonal comparavel) é
imobilizado em placas de ELISA pretas (OptiPlate™ HTRF-96
da Packard). As placas sao entdao lavadas e os sitios de
ligagdao livres de proteina sdo saturados com 3% de
TopBlock® (Juro, Cat. # TB232010) em soro fisioldgico
tamponado com fosfato com Tween 20® (monolaurato de
polioxietileno (20)sorbitano, ICI/Uniquema) (PBST) . Os
lisados das células (20 pg de proteina por pogo) sao depois
incubados nestas placas de um dia para o outro a 4°c
juntamente com um anticorpo antifosfotirosina acoplado a
fosfatase alcalina (PY20:AP de Zymed). As placas séo
lavadas de novo e a ligacdo do anticorpo antifosfotirosina
ao receptor fosforilado capturado ¢é entdo demonstrada
utilizando um substrato AP luminescente (CDP-Star, pronto a
utilizar, com Emerald II; Applied Biosystems). A lumines-
céncia é medida num contador de cintilacgdes de microplacas

TopCount da Packard. A diferenca entre o sinal do controlo
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positivo (estimulado com VEGF) e o do controlo negativo
(ndo estimulado com VEGF) corresponde a fosforilacdo de
VEGF-R2 induzida por VEGF (=100%). A actividade das
substancias testadas € calculada como uma percentagem de
inibicdo da fosforilacdo de VEGF-R2 induzida por VEGF, em
que a concentracdo de substédncia que induz metade da
inibicdo madxima é definida como a ICsy (dose inibidora para
50% de inibicdo). Os compostos de férmula I ou I* aqui
referidos apresentam uma ICsy na gama de 0,0003 a 20 uM, de

preferéncia entre 0,001 e 10 uM.

Por analogia, a inibicdo de VEGF-R1 pode ser

demonstrada como se segue:

O ensaio é realizado utilizando tirosina guinase
receptora de VEGE Fit-1. O procedimento detalhado é como se
segue: 30 pL de solucdo de quinase (10 ng do dominio da
quinase de Flt-1, Shibuya et al., Oncogene 5, 519-24
(1990)) em Tris-HCl1 20 mM pH 7,5, dicloreto de manganés
(MnCl;) 3 mM, cloreto de magnésio (MgCl,) 3 mM, vanadato de
sédio 10 mM, 0,25 mg/mL de polietilenoglicol (PEG) 20 000,
ditiotreitol 1 mM e 3 npg/mL de poli (Glu, Tyr) 4:1 (Sigma,
Buchs, Suica), 8 [P]-ATP 8 uM (0,2 pCi), sulféxido de
dimetilo a 1% e 0 a 100 uM do composto de férmula I ou I* a
ser testado sdo incubados conjuntamente durante 10 min a
temperatura ambiente. A reaccdo ¢é entdo terminada pela
adicdo de 10 puL de tetraacetato de etilenodiamina (EDTA)
0,25 M pH 7. Utilizando um distribuidor multicanais (LAB

SYSTEMS, EUA), aplica-se uma aliquota de 20 pL numa
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membrana de PVDF (= difluoreto de polivinilo) Immobilon P
(Millipore, EUA), através de um colector de filtros de
microtitulagdo Millipore e ligado ao vacuo. Apds a
eliminacdo completa do liquido, a membrana é lavada 4 vezes
sucessivamente num banho contendo dcido fosfdérico (HiPO,) a
0,5% e uma vez com etanol, incubada durante 10 min cada
enquanto se agita, depois montada num distribuidor de um
TopCount da Hewlett Packard e a radiocactividade ¢é medida
apés a adicdo de 10 uL de Microscint® (liquido de contagem
de cintilagdes B). Os valores da ICsy sdo determinados por
andlise de regressao linear das percentagens de inibicdo de
cada composto em trés condigdes (em regra 0,01, 0,1 e 1
pmol) . Os valores da ICsy que podem ser encontrados em
compostos de férmula I estdo na gama de 0,01 a 100 uM, de

preferéncia na gama de 0,01 a 50 uM.

A inibicdo da guinase F1t3 é determinada como se
seque: O vector dador de baculovirus pFbacG0l (GIBCO) é
utilizado para gerar um baculovirus recombinante que
exprime regido de aminocdcidos dos aminodcidos 563-993 do
dominio de quinase citoplasmatica de Flt-3 humana. A
sequéncia de codificacdo para o dominio citoplasmdtico de
F1t-3 é amplificada por PCR a partir de bibliotecas de ADN-
¢ (Clontech). Os fragmentos de ADN amplificados e o vector
pFbacG0l séao compatibilizados para ligacdo por digestdo com
BamHl e HindIII. A ligacao destes fragmentos de ADN resulta
no plasmideo dador de baculovirus Flt-3(1.1). A produgéao
dos virus, a expressdo de proteinas em células Sf9 e a
purificagdo das proteinas fundidas com GS3ST sdoc realizados

como se segue:
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Produg¢do de virus: Vector de transferéncia
(pFbacG01-F1t-3) contendo o dominio de dquinase Flt-3 &
transfectado para a 1linha celular DH10Bac (GIBCO) e as
células transfectadas sao plagueadas em placas de agar
selectivas. As coldédnias sem insercdo da sequéncia de fuséao
no genoma viral (transportado pela bactéria) sédo azuis.
Coldénias brancas individuais sdo colhidas e o ADN viral
(bacmideo) é isolado da bactéria por procedimentos
correntes de purificacdo de plasmideos. Células Sf9 ou Sf21
(American Type Culture Collection) sédo entdo transfectadas

em baldes com o ADN viral utilizando reagente Cellfectin.

Determinacdo da expressdo de proteinas em pequena
escala em células Sf9: Meio contendo virus ¢é colhido da
cultura de células transfectadas e utilizado para infeccao
para aumentar o seu titulo. O meio contendo virus obtido
apbés dois ciclos de infeccdo é utilizado para a expressao
de proteina em grande escala. Para expressao de proteina em
grande escala placas de cultura de tecidos redondas com 100
cm? o cuitivadas com 5 x 107 células/placa e infectadas com 1 mL
de meio contendo virus (aproximadamente 5 MOIs). Apds 3
dias as células sdo retiradas por raspagem da placa e
centrifugadas a 500 rpm durante 5 min. Os sedimentos das
células de 10-20 placas de 100 cm? sdo ressuspensos em 50
mL de tampdo de lise gelado (Tris-HC1l 25 mM, pH 7,5, EDTA 3
mM, NP-40 a 1%, DIT 1 mM, PMSF 1 mM). As células sao
agitadas em gelo durante 15 min e depois centrifugadas a

5000 rpm durante 20 min.
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Purificagdo de proteinas marcadas com GST: O
lisado de células centrifugado € aplicado numa coluna de 2
mL de glutationa-sefarose (Pharmacia) e lavado trés vezes
com 10 mL de Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, EDTA 2 mM, DTT 1 mM,
NaCl 200 mM. A proteina marcada com GST é entdo eluida por
10 aplicacgdes (de 1 mL cada uma) de Tris-HC1l 25 mM, pH 7,5,
glutationa reduzida 10 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, 10% de

glicerol e armazenada a -70°C.

Determinagdo da actividade enzimdtica: 0Os ensaios
de tirosina proteina quinase com GST-F1lt-3 purificada foram
realizados num volume final de 30 pL contendo 200-1800 ng
de proteina enzimdtica (dependendo da actividade especi-
fica), Tris-HC1l 20 mM, pH 7,6, MnCl, 3 mM, MgCl, 3 mM, DTT 1
mM, NasVO, 10 pM, 3 pg/mL de poli(Glu,Tyr) 4:1, 1% de DMSO,
ATP 8,0 puM e 0,1 pCi [y”P]ATP). A actividade é determinada
na presenca ou auséncia de inibidores, por determinagao da
incorporacdo de P de [y%P]ATP no substrato poli(Glu,Tyr).
O ensaio (30 pL) é realizado em placas com 96 pogos a tem—
peratura ambiente durante 20 min em condig¢des descritas
adiante e terminado pela adicao de 20 ulL de EDTA 125 mM.
Subsequentemente, 40 plL da mistura reaccional sdo transfe-
ridos para membrana de PVDF Immobilon (Millipore, Bedford,
Mass., EUA) previamente embebida durante 5 min com metanol,
lavada com &gua, depois embebida durante 5 min com H3PO; a
0,5% e montada num distribuidor de vacuo com a fonte de
vacuo desligada. Apds a aplicacdo de todas as amostras, o

vacuo é ligado e cada pogo lavado com 200 ulL de H3PO; a
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0,5%. As membranas sao retiradas e lavadas 4 x num agitador
com HsPO4 a 1,0%, uma vez com etanol. As membranas sao
contadas apds secagem a temperatura ambiente, montagem num
suporte para 96 pocgos de um TopCount da Packard TopCount, e
adicdo de 10 uL/pogo de Microscint® (Packard). Os valores
da ICsyp sdo calculados por andlise de regressao linear da
percentagem de inibicdo de cada composto em duplicado, em
quatro concentracgdes (normalmente 0,01, 0,1, 1 e 10 uM).
Uma unidade de actividade de proteina guinase & definida
como 1 mmole de P ATP transferidos de [y P]ATP para a
proteina substrato por minuto por mg de proteina a 37°C. Os
compostos de fdérmula I aqui apresentam valores da ICsy na
gama entre 0,005 e 20 uM, de preferéncia entre 0,01 e

10 uM.

A inibicdo de Bcr-Abl pode ser determinada por
ELISA de captura como se segue: A linha celular progenitora
mieldéide murina 32Dcl3 transfectada com o vector de
expressao p2l10 Bcr-Abl pGDp2l10Bcr/Abl  (32D-bcr/abl) ¢é
obtida de J. Griffin (Bazzoni et al., J. Clin. Invest. 98,
521-8 (1996); Zhao et al., Blood 90, 4687-9 (1997)). As
células exprimem a proteina de fusdo de bcr—abl com guinase
abl constitutivamente activa e proliferam de forma indepen-
dente de factor de crescimento. As células sao expandidas
em RPMI 1640 (AMIMED; cat. # 1-41F01), soro fetal de vitelo
a 10%, glutamina 2 mM (Gibco) ("meio completo"), e é
preparada uma solucdo méde por congelacdao de aliquotas de 2
x 10° células por frasco em meio de congelacdo (soro fetal

de vitelo a 95%, sulfdéxido de dimetilo a 5% (SIGMA, D-
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2650). Apds a descongelacao, as células sdo utilizadas
durante no maximo 10-12 passagens para as experiéncias.
Utiliza-se o dominio SH3 do anticorpo anti-abl cat. # 06-
466 de Upstate Biotechnology para o ELISA. Para deteccgédo da
fosforilagédo de Dbcr-abl, wutiliza-se o anticorpo anti-
fosfotirosina Ab PY20, marcado com fosfatase alcalina
(PY10(AP)) de ZYMED (cat. # 03-7722). Como composto de
comparacdo e de referéncia, utiliza-se (N—(5-[4-(4-metil-
piperazino-metil)-benzoilamido]-2-metilfenil)-4-(3-piri-

dil)-2-pirimidino-amina, na forma do sal metano sulfonato
(monomesilato) (ST1571) (comercializado como Gleevec® ou
Glivec®, Novartis). Prepara-se uma solucdo mide 10 mM em
DMSO e armazena-se a -20°C. Para os ensaios celulares, a
solugdo mée ¢é diluida em meio completo em dois passos
(1:100 e 1:10) para dar uma concentracao de partida de 10
1M seguida pela preparacao de diluigdes triplas em série em
meio completo. Nao foram encontrados problemas de solubi-
lidade utilizando este procedimento. Os compostos de teste
de fdérmula I ou I* sdo tratados analogamente. Para o
ensaio, sdo cultivadas 200.000 células 32D-bcr/abl em 50 pL
por pocgo em placas de cultura de tecidos de fundo redondo
com 96 pogos. Adiciona-se as células 50 uL por pogo de
diluigdes triplas em série do composto de teste em
triplicados. A concentragdo final do composto de teste
varia e.g. desde 5 pM baixando até 0,01 uM. As células néo
tratadas sao utilizadas como controlo. O composto é
incubado juntamente com as células durante 90 min a 37°C,
5% de CO;, seguida por centrifugacdo das placas de cultura

de tecidos a 1300 rpm (centrifuga Beckman GPR) e remogédo
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dos sobrenadantes por aspiracdo cuidadosa tomando cuidado
para nao remover qualquer das células sedimentadas. Os
sedimentos das células sao lisados por adigao de 150 uL de
tampdo de lise (Tris/HC1l 50 mM, pH 7,4, cloreto de sdédio
150 mM, 5 mM EDTA, EGTA 1 mM, NP-40 a 1% (detergente néao
idénico, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha),
ortovanadato de sédio 2 mM, fluoreto de fenilmetil sulfo-
nilo 1 mM, 50 pg/mL de aprotinina e 80 ug/mL de leupeptina)
e utilizados imediatamente para o ELISA ou armazenados

congelados a —-20°C até a utilizacéo.

O anticorpo do dominio SH3 anti-abl é revestido a
200 ng em 50 pL de PBS por pocgo de placas de ELISA negras
(placas negras Packard HTRF-96; 6005207) de um dia para o
outro a 4°C. Apds lavagem 3x com 200 wnL/poco de PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBST) e TopBlock a 0,5% (Juro,
Cat. # TB 232010), os sitios de 1ligagdo de proteinas
residuais sdo bloqueados com sites com 200 pL/pogo de PBST,
TopBlock a 3% durante 4 h a temperatura ambiente, seguida
por incubacdo com 50 plL dos lisados de células nao tratadas
ou tratadas com composto de teste (20 pg de proteina total
por pogo) durante 3-4 h a 4°C. Apds 3 lavagens, adiciona-se
50 pL/poco de PY20(AP) (Zymed) diluidos para 0,5 pg/mL em
tampdo de bloqueamento e incuba-se de um dia para o outro
(4°C). Para todos os passos de incubacao, as placas sao
cobertas com seladores de placas (Costar, cat. # 3095).
Finalmente, as placas sao lavadas outras trés vezes com
tampdo de lavagem e uma vez com agua desionizada antes da

adicdo de 90 uL/pogo do substrato de AP, CPDStar RTU com
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Emerald II. As placas agora seladas com seladores de placas
Packard Top Seal™-A (cat. # 6005185) sao incubadas durante
45 min a temperatura ambiente no escuro e a luminescéncia é
quantificada por determinacdo das contagens por segundo
(CPS) com um contador de cintilagdes para microplacas da
Packard (TopCount). Para a versdo optimizada do ELISA, 50
nL dos lisados das células cultivadas, tratadas e lisadas
em placas de cultura de tecidos <com 96 pogos, sao
transferidos directamente destas placas para as placas de
ELISA que séo pré-revestidas com 50 ng/poco do dominio SH3
anti-abl policlonal de coelho AB 06-466 da Upstate. A
concentracao da anti-fosfotirosina AB PY20 (AP) pode ser
reduzida para 0,2 pg/mL. A lavagem, blogueamento e
incubacdo com o substrato luminescente sdo como acima. A
quantificacdo ¢é realizada como a seguir: é calculada a
diferenca entre a leitura do ELISA (CPS) obtida para os
lisados de células 32D-bcr/abl nédo tratadas e a leitura
para o fundo do ensaio (todos os componentes, mas sem
lisado celular) e tomada como 100% reflectindo a proteina
bcr-abl fosforilada constitutivamente presente nestas
células. A actividade do composto na actividade de quinase
de bcr—-abl ¢é expressa como a percentagem de redugdo da
fosforilacdo de bcr-abl. Os valores para a ICsyp sao deter-
minados a partir das curvas de resposta a dose por inter-—
ou extra-polacdo grafica. Os compostos de férmula I aqui de
preferéncia apresentam valores da ICs; na gama de 20 nM a

200 .M.

Além de ou em vez de inibir as proteinas quinases
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acima referidas, os compostos de fdérmula I ou I* também
inibem outras proteinas quinases de tirosina que estéo
envolvidas na transmissdo de sinais mediada por factores
tréficos, por exemplo quinases da familia da quinase src,
tais como especialmente a quinase c-Src, membros da familia
das proteinas quinases de tirosina receptoras de PDGF, por
exemplo o receptor de PDGF (PDGF-R), c-Kit, VEGF-R e/ou
FGF-R; de que todas desempenham um papel na regulacao do
crescimento e transformacdo nas células de animais, espe-
cialmente células de mamiferos, incluindo células humanas.
Um ensaio apropriado esta descrito em Andrejauskas-

Buchdunger et al., Cancer Res. 52, 5353-8 (1992).

Os derivados de diaril-ureia tGteis de acordo com
a invencdo, especialmente os compostos de férmula I, dque
inibem as actividades de proteinas quinases mencionadas,
especialmente proteinas quinases de tirosina mencionadas
acima e adiante, podem portanto ser utilizadas no trata-
mento de doencas dependentes de proteinas guinases. As
doencgas dependentes de proteinas quinases sao especialmente
doencas proliferativas, de preferéncia tumores benignos ou
especialmente malignos (por exemplo carcinoma dos rins,
figado, cépsulas supra-renais, bexiga, mama, estdmago,
ovarios, c¢dbélon, recto, prodstata, péancreas, pulmdes, vagina
ou tirdéide, sarcoma, glioblastomas e numerosos tumores do
pescogo e cabega, bem como leucemias). Sao capazes de
provocar a regressao de tumores e de impedir a formacgdo de
metdstases tumorails e o crescimento de metdstases (e também

de micrometastases). Além disso podem ser utilizados em
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hiperproliferacdo epidérmica (e.g. psoriase), em hiper-
plasia da préstata, e no tratamento de neoplasias, espe-
cialmente de caracter epitelial, por exemplo carcinoma
mamdrio. Também é possivel utilizar os compostos de fdérmula
I ou I* no tratamento de doencgas do sistema imune desde que
estejam envolvidas varias ou, especialmente, proteinas
quinases de tirosina individuais; além disso, o0s compostos
de férmula I ou I* também podem ser utilizados no trata-
mento de doencas do sistema nervoso central ou periférico
onde estd envolvida a transmissdao de sinais por pelo menos
uma proteina quinase de tirosina, especialmente seleccio-

nada das mencionadas especificamente.

O oncogene p2lras é o principal contribuinte para
o desenvolvimento e progressdo de cancros sélidos humanos e
estd mutado em 30% de todos os cancros humanos. A activi-
dade de GTPase enddgena, se aliviada em células de cancro
mutadas em ras, medeia os sinais de crescimento consti-
tutivo a efectores a jusante tais como a quinase raf. A
inibicdo da via de sinalizacgado de quinase raf pode portanto
ser utilizada para inibicdo do efeito de ras activa. Os
derivados de diaril-ureia Uteis de acordo com a presente
invencao, especialmente os compostos de férmula I ou I%,
como inibidores de ras sao por isso especialmente
apropriados para a terapéutica de doengas relacionadas com

a sobre-expressdo ou a sobre—-actividade de ras.

O receptor 2 do factor de crescimento endotelial

vascular (VEGF-R2; KDR) & expresso selectivamente no
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endotélio vascular primdrio e ¢é essencial para o desen-
volvimento vascular normal. De forma a crescer para além do
tamanho minimo, os tumores tém de gerar novo suprimento
vascular. A angiogénese, ou a formacdo de novos vVvasos
sanguineos, é um processo central no crescimento de tumores
sélidos. Para muitos cancros, a extensdo da vascularizacao
de um tumor € um indicador progndstico negativo que
significa doenca agressiva e potencial acrescido de
metdstases. Esforgos recentes para compreender a Dbase
molecular da angiogénese associada aos tumores identi-
ficaram varios alvos terapéuticos potenciais, incluindo as
tirosina quinases receptoras do factor de crescimento
endotelial vascular (VEGF) do factor angiogénico (ver Zeng
et al., J. Biol. Chem. 276(35), 32714-32719 (2001)). Os
derivados de diaril-ureia Uteis de acordo com a presente
invencao, especialmente os compostos de férmula I ou I%,
como inibidores de KDR sédo pois especialmente apropriados
para a terapéutica de doencas relacionadas com a sobre-
expressdo de tirosinas quinases receptoras de VEGF. Entre
estas doencgas, sao especialmente importante as retino-
patias, degeneracdo macular relacionada com a idade,
psoriase, hemangioblastoma, hemangioma, arteriosclerose,
doencgas inflamatdérias, tais como doengas reumatdides ou
inflamatdérias reumdticas, especialmente artrites, tais como
artrite reumatdide, ou outras doencas inflamatdérias cré-
nicas, tais como asma crdnica, aterosclerose arterial ou
pés—-transplantacdao, endometriose, e especialmente doencgas
neoplédsicas, por exemplo os chamados tumores sélidos (espe-

cialmente cancros do tracto gastrointestinal, péancreas,
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mama, estdémago, colo do dutero, Dbexiga, rim, préstata,
ovarios, endométrio, pulméo, cérebro, melanoma, sarcoma de
Kaposi, carcinoma de células escamosas ou carcinoma da
cabeca e pescoco, mesoterioma pleural maligno, linfoma ou

mieloma multiplo) e tumores liquidos (e.g. leucemias).

A F1t3 (tirosina quinase de tipo FMD) é especial-
mente expressa em células progenitoras hematopoiéticas e em
progenitores da série 1linfdéide e mieldide. A expressao
aberrante do gene de F1t3 foi documentada tanto em
leucemias de adultos como de <criangas incluindo AML
(leucemia mielogénea aguda), AML com mielodisplasia de
trilinhagem (AML/TMDS), ALL (leucemia linfobldstica aguda),
CML (leucemia mielogénea créénica) e sindrome mielodispla-
sica (MDS), que sao portanto as doencas preferidas a ser
tratadas com compostos de férmula I ou I*. Foram encon-
tradas mutacgdes activantes em F1t3 em aproximadamente 25 a
30% dos doentes com AML. Assim existem provas acumuladas
quanto ao papel de Flt3 em leucemias humanas, e o0s
derivados de diaril-ureia uteis de acordo com a invencéao,
especialmente os compostos de fdérmula I ou I*, como inibi-
dores de F1t3 sao especialmente de utilizacao na
terapéutica deste tipo de doencas (ver Tse et al., Leukemia
15¢(7), 1001-1010 (2001); Tomoki et al., Cancer Chemother.
Pharmacol. 48 (Suppl. 1), S27-330 (2001); Birkenkamp et
al., Leukemia 1(12), 1923-1921 (2001); Kelly et al.,

Neoplasia 9(1), 310-318 (2002)).

Na leucemia mielogénea crénica (CML), uma trans-—
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locagdo cromossémica reciprocamente equilibrada em células
estaminais hematopoiéticas (HSCs) produz o gene hibrido
BCR-ABL. este ultimo codifica a proteina de fusao Bcr-Abl
oncogénica. Enquanto que ABL codifica uma proteina tirosina
quinase fortemente regulada, que desempenha um papel
fundamental na regulacdo da proliferacdo, aderéncia e
apoptose celular, o gene de fusdo BCR-ABL codifica como
quinase constitutivamente activa, que transforma HSCs para
produzir um fenotipo que apresenta proliferacdo clonal
desregulada, capacidade reduzida para aderir ao estroma da
medula éssea e uma resposta apoptdtica reduzida a estimulos
mutagénicos, que permitem que acumule transformagdes
progressivamente mais malignas. Os granuldcitos resultantes
ndo conseguem desenvolve-se em linfdécitos maduros e sao
libertados na circulacdo, conduzindo a uma deficiéncia de
células maduras e susceptibilidade acrescida a infeccéao.
Foram descritos inibidores de Bcr-Abl competitivos com ATP
que impedem que a quinase activa as vias mitogénica e anti-
apoptdética (e.g. quinase P-3 e STAT5), conduzindo a morte
das células do fenotipo BCR-ABL e proporcionando assim uma
terapéutica eficaz contra CML. Os derivados de diaril-ureia
uteis de acordo com a presente invencgao, especialmente os
compostos de férmula I, como inibidores de Bcr-Abl sdo por
isso especialmente apropriados para a terapéutica de
doencas relacionadas com a sua sobre-expressao, especial-

mente leucemias, tais como leucemias, e.g. CML ou ALL.

Os compostos de férmula I, devido a sua activi-

dade como inibidores de receptores de PDGF, também sé&ao
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especialmente apropriados no tratamento de doencas proli-
ferativas, especialmente cancro do pulméo de células peque-
nas, aterosclerose, trombose, psoriase, esclerodermia ou

fibrose.

Também ha experiéncias para demonstrar a
actividade antitumoral de compostos de férmula I in vivo. A
actividade antitumoral in vivo ¢é testada, por exemplo,
utilizando linhas celulares de carcinoma da mama, tais como
as de carcinoma da mama dependente de estrogénios humana
MCF-7 (ATCC: HTB22) ou ZR-75-1 (ATCC: CRL1500), ou as de
carcinomas da mama independentes de estrogénios MDA-MB468
(ATCC: HTB132) ou MDA-MB231 (ATCC: HTB26); linhas celulares
de carcinoma do cdélon, tais como a de carcinoma do cdlon
Colo 205 (ATCC: CCL222); linhas celulares de glioblastomaa,
tais como a dos glioblastomas U-87MG (ATCC: HTB14) ou U-
373MG (ATCC: HTB17); 1linhas celulares de carcinoma do
pulmdo, tais como as de "carcinomas do pulmao de células
pequenas" NCI-H69 (ATCC: HTB119) ou NCI-H209 (ATCC:
HTB172), ou as de carcinoma do pulmdo NCI-H596 (ATCC:
HTB178); linhas celulares de tumores da pele, tais como as
de melanomas Hs294T (ATCC: HTB140) ou A375 (ATCC: CRL1619);
linhas celulares tumorais dos sistemas genito-urindrios,
tais como as de carcinoma do ovdrio NIH-Ovcar3 (ATCC:
HTB161), bem como as dos carcinomas da prdéstata DU145
(ATCC: HTB81l) ou PC-3 (ATCC: CRL1435), ou de carcinoma da
bexiga T24 (ATCC: HTB4); carcinomas epiteliais, tais como o
carcinoma epitelial KB31l; ou (especialmente em relacgédo a

leucemias) células K562 (American Type Culture Collection,
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Mannassas, Va.) ou células CFU-G humanas (CFU-G significa
unidade formadora de colédénias de granuldcitos, e representa
uma células precursora formadora de granuldécitos precoce
mas dedicada que circula no corrente sanguineo ou na medula
6ssea) cada uma das quais € transplantada para ratinhos
glabros Balb/c fémeas ou machos. Outras linhas celulares
incluem linhas celulares de leucemia tais como K-562,
SUPB15, MEGO1l, Ku812F, MOLM-13, BaF3, CEM/0, JURKAT/0 ou

U87MG.

Sédo obtidos tumores apds injecgado subcutdnea das
respectivas células (minimo de 2 x 10° células em 100 mL de
soro fisioldégico tamponado com fosfato) nos ratinhos
portadores (e.g. 48 ratinhos por linha celular). Os tumores
resultantes sdo passados em série através de pelo menos
trés transplantagdes subsequentes antes de se iniciar o
tratamento. Fragmentos dos tumores (cerca de 25 mg cada)
sdo injectados s.c. no flanco esquerdo dos animais
utilizando uma agulha Trocar de calibre 13 sob narcose com
Forene (Abbott, Suica) para implantagdo. Aos ratinhos
transplantados com tumor dependente de estrogénio &, além
disso, administrada uma pastilha de estrogénio (1,0 cm de
um tubo com uma qualidade apropriada para fins médicos, Dow
Chemicals, com 5 mg de estradiole, Sigma). O tratamento é
iniciado em rotina (isto € a carga tumoral baixa ou
intermédia), logo que o tumor tiver atingido um tamanho
médio de 100 mm’. O crescimento tumoral é determinado uma,
duas ou trés vezes por semana (dependendo do crescimento

tumoral da linha celular) e 24 h apds o ultimo tratamento
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por medicdo do diédmetro perpendicular. No caso de tumores,
os volumes dos tumores sado determinados de acordo com a
férmula L x D x p/6 (ver Evans, B. D., Smith, I. E.,
Shorthouse, A. J. e Millar, J. J., Brit. J. Cancer, 45:466-
468, 1982). A actividade é expressa como T/C% (aumento
médio do volume do tumor de animais tratados dividido pelo
aumento médio do volume do tumor em animais de controlo
multiplicado por 100). A regressdo tumoral (%) representa o
volume médio to tumor mais pequeno em comparagao com O
volume médio do tumor no inicio do tratamento. Cada animal
em que o tumor atinge um didmetro de mais de 1,5 a 2 cm’ é
sacrificado. A carga de leucemia ¢é avaliada por exame da
contagem de leucédcitos periféricos e peso do baco e timo

nos animais que tém linhas celulares de leucemia.

Um regime exemplificativo (mas ndo limitante)
para administracdo de um derivado de diaril-ureia, espe-
cialmente de formula I, ou um seu sal, €& a administracao
didria, de preferéncia com 1 a 3 doses didrias durante um
periodo mais longo, possivelmente quando a doencga esta
curada ou, se sd se consegue tratamento paliativo, durante
tanto tempo quanto o necessdrio; alternativamente, & pos-
sivel o tratamento e.g. durante 5 dias, e/ou a adminis-
tracdo nos dias 1, 4 e 9, com eventual repeticdo apds um
certo tempo sem tratamento. Alternativamente, sdo possiveis
o tratamento varias vezes por dia (e.g. 2 a 5 vezes) ou O
tratamento por administracgdo continua (e.g. perfuséao), e.qg.
nos pontos de tempo indicados na ultima frase. Geralmente,

a administracdo é oralmente ou parentericamente, de prefe-
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réncia oralmente. Os compostos de teste sdo de preferéncia

diluidos em dgua ou em soro fisioldgico a 0,9% estéril.

Todas as linhas celulares tumorais humanas sé&o
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, Md., EUA) salvo indicacdo em contrario e séao
cultivadas nos meios sugeridos com 0s correspondentes
aditivos (condigdes de cultura da ATCC), salvo indicacado em
contrario. As células 3T3 de BALB/c transformadas c-sis- e
v-s8is sao obtidas do Dr. C. Stiles (Dana Farber Cancer
Institute, Boston, Mass., EUA). Sado cultivadas em "meio de
Fagle modificado por Dulbecco" (DMEM), que ¢é suplementado
com soro de vitelo a 10% e Higromicina B numa concentracgao
de 0,2 mg/mL ou G418 numa concentragdo de 0,5 mg/mL.
Células AMulLV A.6R.1 de BALB/c (ATCC) sdo mantidas em DMEM,

suplementado com soro fetal de vitelo a 10%.

A actividade farmacoldgica de um derivado de
diaril-ureia de férmula I pode, por exemplo, ser
demonstrada num estudo clinico ou num procedimento de

ensaio essencialmente tal como aqui descrito a seguir.

Os estudos clinicos adequados sédo, por exemplo,
estudos de aumento de escala nao cegos, nao distribuidos
aleatoriamente, em doentes com uma das doencas tumorais
acima referidas. Os efeitos vantajosos sobre doencgas
proliferativas podem ser determinados directamente através
dos resultados destes estudos ou por alteracgdes da

concepgdo do estudo que sao conhecidas como tal por um
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especialista na matéria. A eficdcia do tratamento pode ser
determinadas nesses estudos, e.g., no caso de tumores apds
18 ou 24 semanas por avaliagdo radioldgica dos tumores de 6
em 6 semanas, no caso de uma leucemia e.g. por determinacéo
da contagem de glébulos brancos aberrantes, e por colocagéao
de células mononucleares e/ou por meio da determinacgao da

doenca residual minima (MRD) e.g. por FACS-LPC MRD ou PCR.

Alternativamente, um estudo duplamente cego,
controlado por placebo, pode ser wutilizado de modo a
comprovar as vantagens dos derivados de diaril-ureia Uteis
de acordo com a invencdo, especialmente os compostos de

fédrmula I, aqui mencionados.

Os derivados de diaril-ureia Uteis de acordo com
a invencado, especialmente os compostos de férmula I, de
preferéncia os novos compostos de fdérmula I, podem ser
preparados de acordo com processos que sao conhecidos na
técnica, especialmente em que para a sintese de um composto
de férmula I em que n é 1, Y; é O e 4, Ry, Ry, R3; e R, tém
os significados definidos para um composto de férmula I de

acordo com a reivindicacado 7, um composto hidroxilado de

.
VN

o

férmula IV

HO

em que Z, Ri, R, e Ry tém o0s significados definidos para um

composto de férmula I de acordo com a reivindicacgdo 7, é
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eterificado com um composto halogenado de fdérmula V
Hat
S R
N N -

em que R, tem os significados definidos para um composto de
férmula I de acordo com a reivindicacdo 7 e Hal é halo-

géneo, ou

e, se desejado, apds a reaccgao (a), (b)), (c) ou (d) um
composto de fdérmula I obtido é transformado num composto de
férmula I diferente, um sal de um composto de férmula I
obtido é transformado no composto livre ou num sal dife-
rente, ou um composto livre de férmula I obtido é transfor-
mado num sal; e/ou uma mistura obtida de isdmeros de

compostos de fdérmula I é separada nos isdmeros individuais;

em que para todas as reacgdes mencionadas os grupos fun-
cionais dos materiais de partida que nédo vado tomar parte na
reacgao estdo, se necessdrio, presentes em forma protegida
por grupos protectores prontamente removiveis, e quaisquer

grupos protectores sao subsequentemente removidos.

Sdo preferidas as seguintes condigdes reaccio-

nais, respectivamente:

No &dmbito deste texto, sé um grupo prontamente
removivel que ndo ¢é um constituinte do produto final

desejado especifico de férmula I & designado um "grupo
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protector"”, salvo se o contexto indicar de outro modo. A
proteccgao de grupos funcionais por esses grupos
protectores, os préprios grupos protectores, e as suas
reacgdes de clivagem estdo descritas por exemplo em livros
de referéncia correntes, tais como J. F. W. McOmie,
"Protective Groups in Organic Chemistry", Plenum Press,
Londres e Nova Iorque 1973, em T. W. Greene e P. G. M.
Wuts, "Protective Groups em Organic Synthesis", Third
edition, Wiley, Nova Iorque 1999, em "The Peptides"; Volume
3 (editores: E. Gross e J. Meienhofer), Academic Press,
Londres e Nova Iorque 1981, em "Methoden der organischen
Chemie" (Methods of Organic Chemistry), Houben Weyl, 4th
edition, Volume 15/I, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974,
em H.-D. Jakubke e H. Jeschkeit, "Aminosduren, Peptide,
Proteine" (Amino acids, Peptides, Proteins), Verlag Chemie,
Weinheim, Deerfield Beach, e Basileia 1982, e em Jochen
Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate: Monosaccharide und
Derivate” (Chemistry of Carbohydrates: Monosaccharides and
Derivatives), Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974. Uma
caracteristica dos grupos protectores € que podem ser
removidos facilmente (i.e. sem a ocorréncia de reaccgdes
secundarias indesejadas) por exemplo  por solvélise,
reducao, fotdlise ou alternativamente em condicdes

fisioldgicas (e.g. por clivagem enzimatica).

Um grupo protector de um grupo OH, nomeadamente
um grupo tri-alquilsililo inferior, tal como um grupo terc-
butil-di-metilsililo, pode, por exemplo, ser removido na

presenca de anides fluoreto, e.g. por reacgao com um
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fluoreto de aménio apropriado, tal como fluoreto de terc-
butilaménio, ou de preferéncia com HF na presenca de uma
base azotada, especialmente piridina, num solvente
aprético, especialmente um éter, tal como tetra-
hidrofurano, um nitrilo, tal como acetonitrilo, ou uma sua
mistura, a temperaturas entre 0 e 50°C, e.g. a temperatura

ambiente.

A reaccgado, 1isto ¢é, a formacao de éteres, de
preferéncia decorre na presencga de um alcdxido de um metal,
especialmente um alcéxido de um metal alcalino, tal como
terc-butdéxido de potdssio, num solvente apropriado, tal
como N,N'-dimetilpropilenoureia ou uma di-alquil inferior
alcanoil-amida, tal como dimetilformamida, ou as suas mis-
turas, a temperaturas preferidas entre 50°C e a temperatura

de refluxo da mistura reaccional, por exemplo a 100°C.

A formacdo de éteres também pode decorrer nas
condicdes das reacgdbes de eterificacdo do tipo Hartwig-
Buchwald (ver e.g. Mann et al., J. Am. Chem. Soc. 121(13),
3224-5 (1999), ou Aranyos et al., J. Am. Chem. Soc. 121,

4369-78 (1999)).

Os compostos de férmula I podem ser transformados

em compostos de férmula I diferentes.

Os sais de compostos de férmula I que tém pelo
menos um grupo formador de sais podem ser preparados de

modo conhecido per se. Por exemplo, o0s sais de compostos de
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férmula I que tém grupos acidos podem ser formados, por
exemplo, por tratamento dos compostos com compostos de
metais, tais como sais de metais alcalinos de Aacidos
carboxilicos adequados, e.g. o sal de sdédio do éacido 2-
etilhexandéico, com compostos orgédnicos de metais alcalinos
ou de metais alcalino-terrosos, tais como oS correspon-
dentes hidréxidos, carbonatos ou hidrogeno carbonatos, tais
como hidréxido, carbonato ou hidrogeno carbonato de sdédio
ou de potassio, com os correspondentes compostos de cdalcio
ou com amoniaco ou uma amina orgédnica adequada, sendo de
preferéncia utilizadas quantidades estequeométricas ou sd
um pequeno excesso do agente formador de sais. Os sais de
adicdo de Aacidos de compostos de férmula I sado obtidos do
modo habitual, e.g. por tratamento dos compostos com um
dcido ou um reagente de permuta anidénica adequado. Os sais
internos de compostos de férmula I contendo grupos acidos e
bdsicos formadores de sais, e.g. um grupo carboxilo livre e
um grupo amina livre, ©podem ser formador, e.g. pela
neutralizacdo de sais, tais como sais de adicdao de acidos,
até ao ponto isoeléctrico, e.g. com bases fracas, ou por

tratamento com permutadores de ides.

Os sais podem ser convertidos do modo habitual
nos compostos livres; os sais de metais e de amdénio podem
ser convertidos, por exemplo, por tratamento com Aacidos
adequados, e os sais de adigdo de &cidos, por exemplo, por

tratamento com um agente bdsico adequado.

As misturas de isdmeros que podem ser obtidas de
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acordo com a invencdo podem ser separadas de modo conhecido
per se nos isdmeros individuais; os diasterecisdmeros podem
ser separados, por exemplo, por particdo entre misturas de
solventes polifasicas, recristalizacéao e/ou separacgao
cromatogréafica, por exemplo em gel de silica ou por e.g.
cromatografia liquida de média pressao numa coluna de fase
inversa, e o0s racematos podem ser separados, por exemplo,
pela formagcdo de sais com reagentes formadores de sais
opticamente puros e separagao da mistura de diastereo-
isémeros assim obtida, por exemplo, por meio de cristali-
zagado fraccionada, ou por cromatografia em materiais de

enchimento de colunas opticamente activos.

Os intermedidrios e produtos finais podem ser
processados e/ou purificados de acordo com métodos corren-—
tes, e.g. utilizando métodos cromatograficos, métodos de

distribuicdo, (re)cristalizacdo, e outros semelhantes.

Materiais de partida

Na descricdo seguinte da sintese dos materiais de
partida Z, Ri, Rz, Ris, Rs e Rs tém os significados indicados
para os compostos de férmula I, salvo indicacdo em
contrario. Os materiais de partida de fdérmulas IV e V séo
conhecidos, estdo disponiveis comercialmente e/ou podem ser
preparados de acordo com métodos conhecidos na técnica; em
particular, podem ser preparados utilizando processos tal

como descritos nos Exemplos.
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Na descrigao subsequente de alguns métodos de
sintese preferidos para materiais de partida preferidos, os
grupos funcionais gque ndo vao tomar parte nas respectivas
reacgdes podem estar presentes em forma protegida e os
grupos protectores podem ser removidos em momentos
apropriados; para grupos protectores, a sua introdugdo e
remocédo, faz-se referéncia aos livros de texto e métodos

correntes jad mencionados acima.

Os compostos de férmula IV sao conhecidos na
técnica ou podem ser preparados de acordo com métodos
conhecidos na técnica; por exemplo, os compostos de férmula
IV em que X ¢é CHK, em que K ¢é alquilo inferior ou
hidrogénio, e p é zero podem ser obtidos por condensacao de

um composto de fdérmula XVIII

X OM
HO Ry o

em que p e X sao como acabado de definir, ou um seu

derivado reactivo, com um composto de férmula VII
H,N-7Z (VII)

em que Z & como definido para um composto de férmula I; os
derivados reactivos e as condigdes reaccionais sao como se
segue. A formacdo de ligagbes amida, de preferéncia decorre

em condigdes correntes para a formagédo de ligacgdes pepti-
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dicas (reaccado de condensacao). Num derivados reactivo de
um composto de fdérmula I, o grupo carboxilo estd funciona-
lizado como um éster activado (forma reactiva). Contudo, os
grupos carboxilo reactivos sé&o de preferéncia sintetizados
in situ (por exemplo utilizando os reagentes habituais em
quimica de péptidos, e.g. para a preparagdo de 1l-hidro-
xibenzotriazole, ésteres de succinimida- ou N-hidroxissuc-—
cinimida, ou derivatizacdo in situ com agentes de condensa-
cdo, e.g. com carbodiimidas, tais como diciclo-hexilcarbo-
diimida, com carbonilimidazole, com N-6xido de fluorofos-
fato de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]lpiridin-
l-ilmetileno]-N-metilmetanaminio (HATU); com tetrafluorobo-
rato de 2-(1lH-benzo-triazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurdnio
(HBTU), com tetrafluoroborato de 2-(piridon-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilurdénio (TPTU); ou hexafluorofosfato de benzo-
triazol-1l-il-oxi-tris(dimetilamino)fosfénio (BOP), ou rea-
gentes semelhantes). A reaccdo de condensacao de preferén-
cia decorre na presenga de um agente de condensacgao,
especialmente HBTU, num solvente polar aprético, de
preferéncia wuma N,N-di-(alquil inferior)-alcanoil amida
inferior, tal como dimetilformamida, a temperaturas prefe-

ridas na gama de 0 a 50°C, e.g. a temperatura ambiente.

Os compostos de férmula V e VII sao conhecidos,
podem ser preparados de acordo com métodos que sao
conhecidos na técnica ou andlogos aos descritos acima e/ou

estdo disponiveis comercialmente.

Outros materiais de partida sédo conhecidos na
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técnica, podem ser preparados de acordo com métodos que sao
conhecidos na técnica, e.g. analogamente aos métodos aqui
descritos acima ou nos exemplos, e/ou estdo disponiveis
comercialmente. Os materiais de partida também estdo dispo-
niveis de acordo com ou analogamente a métodos descritos no

WO 00/42012, WO 00/41698, WO 99/32436 e WO 99/32463.

A presente invengao relaciona-se também com novos
materiais de partida e/ou intermedidrios e com pProcessos
para a sua preparacao. Os materiais de partida utilizados e
as condig¢des reaccionais seleccionadas sao de preferéncia
as que resultam nos compostos descritos como @ sendo

preferidos.

Condigdes gerais dos processos

O seguinte aplica-se em geral a todos ©os
processos aqui mencionados anteriormente e a seguir, sendo
preferidas condigdes reaccionais especificamente mencio-

nadas acima ou adiante:

Todos o©0s passos dos processos acima referidos
podem ser realizados em condig¢des reaccionais que saéao
conhecidas per se, de preferéncia as que sao mencionadas
especificamente, na auséncia ou, habitualmente, na presenca
de solventes ou diluentes, de preferéncia solventes ou
diluentes que sdo inertes para 0s reagentes utilizados e os
dissolvem, na auséncia ou na presenca de catalisadores,

agentes de condensacdo ou de neutralizagdo, por exemplo
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permutadores de 1ides, tais como permutadores catidnicos,
e.g. na forma H', dependendo da natureza da reaccdo e/ou
dos reagentes a temperatura reduzida, normal ou elevada,
por exemplo numa gama de temperaturas de cerca de -100°C a
cerca de 190°C, de preferéncia de aproximadamente -80°C a
aproximadamente 150°C, por exemplo de -80 a -60°C, a
temperatura ambiente, de -20 a 40°C ou a temperatura de
refluxo, a pressdo atmosférica ou num reactor fechado,
quando apropriado a pressdo e/ou numa atmosfera inerte, por

exemplo em atmosfera de argon ou de azoto.

Em todas as etapas das reacgdes, as misturas de
isémeros que sao formadas podem ser separadas nos isdémeros
individuais, por exemplo diastereoisdmeros ou enantidmeros,
ou em quaisquer misturas de isdmeros desejadas, por exemplo
racematos ou misturas de diastereoisdmeros, por exemplo
analogamente aos métodos descritos em "Passos de processo

adicionais™".

Os solventes dos quais podem ser seleccionados os
solventes que sao adequados para qualquer reacgado especi-
fica incluem os mencionados especificamente ou, por exem-
plo, agua, ésteres, tais como alquil alcancatos inferiores,
por exemplo acetato de etilo, éteres, tais como éteres
alifaticos, por exemplo éter dietilico, ou éteres ciclicos,
por exemplo tetra-hidrofurano ou dioxano, hidrocarbonetos
aromaticos liquidos, tais como benzeno ou tolueno, alcoois,
tais como metanol, etanol ou 1- ou 2-propanol, nitrilos,

tais como acetonitrilo, hidrocarbonetos halogenados, tais
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como cloreto de metileno ou clorofdérmio, amidas de Aacidos,
tais como dimetilformamida ou dimetil acetamida, bases,
tais como bases heterociclicas azotadas, por exemplo
piridina ou N-metilpirrolidin-2-ona, anidridos de Aacidos
carboxilicos, tais como anidridos de 4&cidos alcandicos
inferiores, por exemplo anidrido acético, hidrocarbonetos
ciclicos, lineares ou ramificados, tais como ciclo-hexano,
hexano ou isopentano, ou misturas destes solventes, por
exemplo solugdes aquosas, salvo indicacdo em contrdrio na
descricédo dos processos. Essas misturas de solventes também
podem ser wutilizadas no processamento, por exemplo por

cromatografia ou particgéo.

Os compostos, incluindo os seus sails, também
podem ser obtidos na forma de hidratos, ou os seus cristais
podem, por exemplo, incluir o solvente wutilizado para
cristalizacdo. Podem estar presentes diferentes formas

cristalinas.

A invencgéao também se relaciona com as formas do
processo em que um composto que pode ser obtido como
intermedidrio em qualquer passo do processo & wutilizado
como material de partida e sdo realizados os restantes
passos do processo, ou em que um material de partida é
formado nas condig¢des reaccionais ou é utilizado na forma
de um derivado, por exemplo em forma protegida ou na forma
de um sal, ou um composto que pode ser obtido pelo processo
de acordo com a invencdao ¢é produzido nas condigdes do

processo e adicionalmente processado in situ. No processo
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da presente invencédo sdao de preferéncia wutilizados os
materiais de partida que resultam em composto de férmula I
novos descritos no inicio como sendo especialmente wvalio-
sos. E dada especial preferéncia as condigdes reaccionais

que sdo idénticas ou andlogas as mencionadas nos Exemplos.

Forma de realizagdo preferidas de acordo com a

invengao

Nas formas de realizacado preferidas seguintes,
uma expressdo geral pode ser substituida pelas correspon-
dentes definigbes mais especificas apresentadas acima e
adiante, dando assim formas de realizacdo mais fortemente

preferida da invencgéo.

E preferida a UTILIZACAO de compostos de férmula
I, dos seus tautdmeros ou dos seus sais farmaceuticamente
aceitaveis, em que a doenga dependente de proteina quinase
de tirosina a ser tratada ¢é wuma doenca proliferativa
dependente de qualquer uma ou mais das seguintes proteina
quinases de tirosina: actividade de ras, Abl, tirosina

quinase receptora de VEGF, F1lt3, e/ou Bcr-Abl.

E preferido um composto de férmula I em que cada
de R;, Rz, Rz, independentemente dos outros, é hidrogénio,
hidroxilo, amino, nitro, metilo, etilo, propilo, trifluoro-
metilo, metoxi, 2,2,2-trifluoroetoxi, <cloro, bromo, 4-
hidroxi-fenilamino, 4-[ (2—aminoetil)-oxi]-fenilamino, 4-—

sulfamoil-fenilamino, {N-[4-(2-hidroxietil)—-carbamoil]—-fe-
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nil}amino, piperidilo, piperazinilo, morfolinilo, ou tio-

morfolinilo;

ou um seu tautdmero;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Também ¢é preferido um composto de férmula I em
que cada de Ri, Ry, R;, independentemente dos outros, ¢é
hidrogénio, hidroxilo, amino, nitro, metilo, etilo, pro-
pilo, trifluorometilo, metoxi, 2,2,2-trifluoroetoxi, cloro,
bromo, 4-hidroxi-fenilamino, 4-[(2—aminoetil)-oxi]—-fenil-
amino, 4-sulfamoil-fenilamino, {N-[4-(2-hidroxietil)-carba-
moil]-fenil}amino, piperidin-1-ilo, piperazin-1-ilo, morfo-

lino, ou tiomorfolino;
ou um seu tautdmero;
ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

E muito preferido um composto de férmula I novo,
bem como a sua UTILIZACAO, apresentado nos Exemplos, ou um
seu sal farmaceuticamente aceitavel. Também €& muito
preferido o método de sintese destes compostos analogamente

aos métodos descritos nos Exemplos.

Composicdes farmacéuticas:

A invencado também se relaciona especialmente com
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composicdes farmacéuticas compreendendo um novo composto de
fédrmula I, ou com os compostos de fédrmula I para utilizacgéo
no tratamento de uma doencga dependente de proteina quinase
(especialmente de tirosina) e com a preparacao de
preparacdes farmacéuticas, especialmente para as referidas

utilizacgdes.

Os compostos farmacologicamente aceitdveis da
presente invencao podem ser utilizados, por exemplo, para a
preparacao de composicdes farmacéuticas que compreendem uma
quantidade farmaceuticamente eficaz de um composto de
férmula I, ou de um sue sal farmaceuticamente aceitavel,
como ingrediente activo conjuntamente ou em mistura intima
com uma quantidade significativa de um ou mais veiculos
inorgénicos ou orgdnicos, sélidos ou liquidos, farmaceu-

ticamente aceitaveis.

A invencgdo também se relaciona com uma composigao
farmacéutica que é adequada para administracdo a um animal
de sangue quente, especialmente um ser humano (ou a células
ou 1linhas <celulares derivadas de um animal de sangue
quente, especialmente um ser humano, e.g. linfdécitos), para
0 tratamento de ou, num aspecto mais amplo da invencéo,
prevencgdo de (= profilaxia contra) uma doenca que responde
a inibicdo de actividade de proteina quinase de tirosina,
especialmente uma das doencgas mencionadas acima como sendo
preferida para UTILIZACAO de um composto de férmula I,
compreendendo uma quantidade de um novo composto de férmula

I, ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, que é eficaz
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para a referida inibicédo, conjuntamente com pelo menos um

veiculo farmaceuticamente aceitavel.

As composigdes farmacéuticas de acordo com a
invencdo sédo as para administracdo entérica, tal como na-
sal, rectal ou oral, ou parentérica, tal como intramuscular
ou intravenosa, a animais de sangue quente (especialmente
um ser humano), que compreendem uma dose eficaz do ingre-
diente farmacologicamente activo, sé ou conjuntamente com
uma quantidade significativa de um  veiculo farma-
ceuticamente aceitdvel. A dose do ingrediente activo depen-
de da espécie de animal de sangue quente, do peso corporal,
da idade e do estado individual, dos dados farmacocinéticos
individuais, da doenca a ser tratada e do modo de admi-

nistracéao.

A invencao também permite um método de tratamento
de uma doenga que responde a inibigcdo de uma proteina
quinase (especialmente de tirosina), especialmente uma das
doencas mencionadas acima como sendo preferida para
UTILIZACAO de um composto de férmula I; que compreende a
administracdo de uma quantidade profilacticamente ou
especialmente terapeuticamente eficaz (contra a referida
doenca) de um composto de fdérmula I de acordo com a
invencao, especialmente a um animal de sangue quente, por
exemplo um ser humano, que, devido a uma das doencgas

mencionadas, requer esse tratamento.

A dose de um composto de férmula I, ou de um seu
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sal farmaceuticamente aceitdvel a ser administrada a
animais de sangue dguente, por exemplo seres humanos com
peso corporal de aproximadamente 70 kg, € de preferéncia de
aproximadamente 3 mg a aproximadamente 30 g, mais prefe-
rencialmente de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 1,5
g, mais preferencialmente ainda de cerca de 100 mg a cerca
de 1000 mg por pessoca por dia, divididos de preferéncia em
1 a 3 doses individuais que podem, por exemplo, ser do
mesmo tamanho. Normalmente asa criancas recebem metade da

dose de um adulto.

As composicgbes farmacéuticas compreendem de apro-
ximadamente 1% a aproximadamente 95%, de preferéncia de
aproximadamente 20% a aproximadamente 90%, de ingrediente
activo. As composicgdes farmacéuticas de acordo com a
invencgao podem estar, por exemplo, em forma de dose unitéd-
ria, tal como na forma de ampolas, frascos, supositérios,

drageias, comprimidos ou cdpsulas.

As composigdes farmacéuticas da presente invencgao
sdo preparadas de modo conhecido per se, por exemplo por
meio de processos convencionais de dissolugéado, liofili-

zagao, mistura, granulacdo ou confeccéao.

As solugdes do ingrediente activo, e também as
suspensdes, e especialmente as solugdes ou suspensdes
aquosas isotdénicas, sado uma forma preferida utilizada,
sendo possivel, por exemplo no caso de composicgdes liofi-

lizadas que compreendam o ingrediente activo sé ou con-
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juntamente com um veiculo, por exemplo manitol, que essas
solugdes ou suspensdes sejam produzidas antes da utili-
zagcdo. As composicdes farmacéuticas podem ser esterilizadas
e/ou podem compreender excipientes, por exemplo conservan-
tes, estabilizadores, agentes molhantes e/ou emulsionantes,
solubilizantes, sails para regulacdo da pressao osmbética
e/ou tampdes, e sdo preparadas de modo conhecido per se,
por exemplo por meio de processos de dissolugdo ou liofi-
lizagdo convencionais. As referidas solugdes ou suspensdes
podem compreender substédncias de aumento da viscosidade,
tais como carboximetilcelulose de sdédio, carboximetilce-

lulose, dextrano, polivinilpirrolidona ou gelatina.

As suspensdes em 6leo compreendem como O COmM-—
ponente oleoso os &leos vegetais, sintéticos ou semi-
sintéticos habituais para fins de injeccdo. Pode mencionar-—
se como tais especialmente os ésteres de Aacidos gordos
liquidos que contém como o componente acido um dcido gordo
de cadeia longa com de 8 a 22, especialmente de 12 a 22,
dtomos de carbono, por exemplo acido laurico, 4acido tride-
cilico, acido miristico, acido pentadecilico, acido
palmitico, A&cido margarico, Aacido estedrico, dacido araqui-
dico, acido behénico ou 0s correspondentes acidos
insaturados, por exemplo A4acido oleico, acido elaidico,
acido ertucico, Aacido brasidico ou Aacido linoleico, se
desejado com a adigédo de anti-oxidantes, por exemplo
vitamina E, f-caroteno ou 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-
tolueno. O componente 4dlcool desses ésteres de 4&cidos

gordos tem um maximo de 6 Atomos de carbono e & um alcool
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mono— ou poli-hidroxilado, por exemplo, mono-, di- ou tri-
hidroxilado, por exemplo metanol, etanol, propanol, butanol
ou pentanol ou o0s seus isdmeros, mas especialmente glicol e
glicerol. S&o portanto de mencionar os seguintes exemplos
de ésteres de acidos gordos: oleato de etilo, miristato de
isopropilo, palmitato de isopropilo, "Labrafil M 2375"
(trioleato de polioxietileno glicerol, Gattefossé, Paris),
"Miglyol 812" (triglicérido de 4dcidos gordos saturados com
um comprimento da cadeia de C8 a Cl2, Hiils AG, Alemanha),
mas especialmente 6leos vegetais, tais como &éleo de
sementes de algodoeiro, &éleo de améndoas, azeite, &6leo de
ricino, &éleo de sésamo, 6leo de soja e malis especialmente

6leo de amendoim.

As composigdes para injecgdo sdo preparadas do
modo habitual em condigdes estéreis; o mesmo se aplica a
introducdo de composigdes em ampolas ou frascos e selagem

dos recipientes.

As composigdes farmacéuticas para administracgao
oral podem ser obtidas por combinacdo do ingrediente activo
com veiculos sélidos, se desejado granulando a mistura
resultante, e processando a mistura, se desejado ou
necessario, apds a adicao de excipientes apropriados, em
comprimidos, nucleos de drageias ou céapsulas. Também é
possivel serem incorporadas em veiculos pldasticos que
permitem que os ingredientes activos se difundam ou sejam

libertados em quantidades medidas.
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Os veiculos adequados sao especialmente enchi-
mentos, tails como agucares, por exemplo lactose, sacarose,
manitol ou sorbitol, preparacgdes de celulose e/ou fosfatos
de céalcio, por exemplo fosfato tricdlcico ou hidrogeno
fosfato de cédlcio, e aglutinantes, tais como pastas de
amido utilizando por exemplo amido de milho, trigo, arroz
ou fécula de batata, gelatina, tragacanta, metilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose de sdédio
e/ou polivinilpirrolidona, e/ou, se desejado, desin-
tegrantes, tails como os amidos acima referidos, e/ou
carboximetil amido, polivinilpirrolidona reticulada, agar,
dcido alginico ou um seu sal, tal como alginato de sdédio.
Os excipientes sdo especialmente condicionadores do caudal
e lubrificantes, por exemplo &acido silicico, talco, acido
estedrico ou os seus sais, tais como estearato de magnésio
ou calcio, e/ou polietileno glicol. Os nucleos de drageias
sdao dotados com revestimentos adequados, opcionalmente
entéricos, neles sendo utilizados, inter alia, solucdes
concentradas de agucar que podem compreender goma ardbica,
talco, polivinilpirrolidona, polietileno glicol e/ou
diéxido de titénio, ou solucbes de revestimento em
solventes orgédnicos adequados, ou, para a preparacao de
revestimentos entéricos, solugcdes de preparacgdes de
celulose adequadas, tais como ftalato de etilcelulose ou
ftalato de hidroxipropilmetilcelulose. As capsulas séo
cdpsulas de encher a seco feitas de gelatina e cédpsulas
moles seladas feitas de gelatina e um plastificante, tal
como glicerol ou sorbitol. As cdpsulas de encher a seco

podem compreender o ingrediente activo na forma de
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gradnulos, por exemplo com enchimentos, tais como lactose,
aglutinantes, tais como amidos, e/ou deslizantes, tais como
talco ou estearato de magnésio, e se desejado com
estabilizadores. Em cdpsulas moles o ingrediente activo
estd de preferéncia dissolvido ou suspenso em excipientes
oleosos adequados, tais como éleos gordos, éleo e parafina
ou polietileno glicdis liquidos, sendo também possivel que
sejam adicionados estabilizadores e/ou agentes antibacte-—
rianos. Podem ser adicionados corantes ou pigmentos aos
revestimentos dos comprimidos ou drageias ou aos invdélucros
das cépsulas, por exemplo para fins de identificagdo ou

para indicar diferentes doses de ingrediente activo.

Umn composto de férmula I também pode ser
utilizado com wvantagem em associagdo com outros agentes
antiproliferativos. Esses agentes antiproliferativos
incluem mas ndo estdo limitados a inibidores de aromatase,
anti-estrogénios, inibidores de topoisomerase I, inibidores
de topoisomerase II, agentes activos para microtubulos,
agentes alquilantes, inibidores de histona desacetilase,
inibidores de farnesil transferase, inibidores de COX-2,
inibidores de MMP, inibidores de mTOR, antimetabolitos
antineoplasicos, compostos de platina, compostos que redu-
zem a actividade de proteina quinase e mais compostos anti-
angiogénicos, agonistas de gonadorelina, anti-androgénios,
bengamidas, bisfosfonatos, anticorpos antiproliferativos e

temozolomida (TEMODAL®).

O termo "inibidores de aromatase" tal como aqui
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utilizado relaciona-se com compostos que inibem a producgéao
de estrogénios, i.e. a conversdo dos substratos androste-
nodiona e testosterona em estrona e estradiol, respecti-
vamente. O termo inclui, mas ndo estda limitado a, esterdi-
des, especialmente exemestano e formestano e, em parti-
cular, nao esterdides, especialmente aminoglutetimida,
vorozole, fadrozole, anastrozole e, muito especialmente,
letrozole. O exemestano pode ser administrado, e.g., na
forma em que é comercializado, e.g. com O nome comercial
AROMASIN™, O formestano pode ser administrado, e.g., na
forma em que é comercializado, e.g. com O nome comercial
LENTARON™, O fadrozole pode ser administrado, e.g., na
forma em que ¢é comercializado, e.g. com o nome comercial
AFEMA™, O anastrozole pode ser administrado, e.g., na forma
em que ¢é comercializado, e.g. com O nome comercial
ARIMIDEX™, O letrozole pode ser administrado, e.g., na
forma em que é comercializado, e.g. com o nome comercial
FEMARA™ ou FEMAR™, A aminoglutetimida pode ser
administrada, e.g., na forma em que é comercializado, e.qg.

com o nome comercial ORIMETEN™,

Uma associagdo da invencado compreendendo um
agente antineoplédsico que é um inibidor de aromatase é
particularmente util para o tratamento de tumores da mama

positivos a receptores hormonais.

O termo "antiestrogénios" tal como aqui utilizado
relaciona-se com compostos que antagonizam o efeito de

estrogénios ao nivel dos receptores de estrogénios. O termo
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inclui, mas ndo estdo limitados a tamoxifeno, fulvestrant,
raloxifeno e cloridrato de raloxifeno. O tamoxifeno pode
ser administrado, e.g., na forma em que estd comercia-
lizado, e.g. com o nome comercial NOLVADEX™, O cloridrato
de raloxifeno pode ser administrado, e.g., na forma em que
estd comercializado, e.g. com © nome comercial EVISTA™, O
fulvestrant pode ser formulado como descrito na U.S. 4 659
516 ou pode ser administrado, e.g., na forma em que esta

comercializado, e.g. com o nome comercial FASLODEX™.

O termo "inibidores de topoisomerase I" tal como

aqui utilizado inclui, mas nédo estd limitado a topotecan,

irinotecan, 9-nitrocamptotecina e o conjugado de
camptotecina macromolecular PNU-166148 (composto Al no
W099/17804). O irinotecano pode ser administrado, e.g., na

forma em que estd comercializado, e.g. com o nome comercial
CAMPTOSAR™, O topotecano pode ser administrado, e.g., na
forma em que estd comercializado, e.g. com o nome comercial

HYCAMTIN™.

O termo "inibidores de topoisomerase II" tal como
aqui utilizado inclui, mas nao estd limitado as antraci-
clinas doxorrubicina (incluindo a formulacdo lipossomal,
e.g. CAELYX™), epirrubicina, idarrubicina e nemorrubicina,
as antraquinonas mitoxantrona e losoxantrona, e as podofi-
lotoxinas etoposido e teniposido. O etoposido pode ser
administrado, e.g., na forma em que estd comercializado,
e.g. com o nome comercial ETOPOPHOS™. O teniposido pode ser

administrado, e.g., na forma em que estd comercializado,
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e.g. com © nome comercial VM 26-BRISTOL™. A doxorrubicina
pode ser administrada, e.g., na forma em que estd comer-
cializada, e.g. com o nome comercial ADRIBLASTIN™. A epir-
rubicina pode ser administrada, e.g., na forma em que estéa
comercializada, e.g. com o nome comercial FARMORUBICIN™, A
idarrubicina pode ser administrada, e.g., na forma em dque
estd comercializada, e.g. com o nome comercial ZAVEDOS™, A
mitoxantrona pode ser administrada, e.g., na forma em que

estd comercializada, e.g. com o nome comercial NOVANTRON™,

O termo "agentes activos para microtubulos"
relacionam-se com agentes de estabilizacdo de microtubulos
e agentes de desestabilizacédo de microttbulos incluindo,
mas ndo limitados aos taxanos paclitaxel e docetaxel, os
alcaldéides de wvinca, e.g., vinblastina, especialmente
sulfato de wvinblastina, vincristina especialmente sulfato
de wvincristina, e vinorrelbina, discodermolido e epoti-
lonas, tais como epotilona B e D. O docetaxel pode ser
administrado, e.g., na forma em que estd comercializado,
e.g. com o nome comercial TAXOTERE™. O sulfato de vinblas-
tina pode ser administrado, e.g., na forma em que esté
comercializado, e.g. com o nome comercial VINBLASTIN R.P.™,
O sulfato de vincristina pode ser administrado, e.g., na
forma em que estd comercializado, e.g. com O nome comercial
FARMISTIN™, O discodermolido pode ser obtido, e.g., como

descrito na U.S. 5 010 099.

O termo "agentes alquilantes" tal como aqui

utilizado inclui, mas ndo estd limitado a ciclofosfamida,
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ifosfamida e melfalan. A ciclofosfamida pode ser
administrada, e.g., na forma em que estd comercializada,
e.g. com o nome comercial CYCLOSTIN™. A ifosfamida pode ser
administrada, e.g., na forma em que estd comercializada,

e.g. com o nome comercial HOLOXANM™,

O termo "inibidores de histona desacetilase"
relaciona-se com compostos que inibem a histona desace-

tilase e que possuem actividade antiproliferativa.

O termo "inibidores de farnesil transferase"
relaciona-se com compostos que inibem a farnesil transfe-

rase e que possuem actividade antiproliferativa.

O termo "inibidores de COX-2" relaciona-se com
compostos que inibem a enzima ciclooxigenase de tipo 2
(COX-2) e que possuem actividade antiproliferativa tas como
celecoxib (Celebrex®), rofecoxib (Vioxx®) e lumiracoxib

(COX189) .

O termo "inibidores de MMP" relaciona-se com
compostos que inibem a metaloproteinase de matriz (MMP) e

que possuem actividade antiproliferativa.

O termo "inibidores de mTOR" relaciona-se com
compostos que inibem o alvo em mamiferos da rapamicina
(mTOR) e que possuem actividade antiproliferativa tais como
sirolimus (Rapamune®), everolimus (Certican™), CCI-779 e

ABT578.
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O termo "antimetabolitos antineoplasicos" inclui,
mas nao estd limitado a 5-fluorouracilo, tegafur, capeci-
tabina, c¢ladribina, citarabina, fosfato de fludarabina,
fluoro-uridina, gemcitabina, 6-mercaptopurina, hidroxi-
ureia, metotrexato, edatrexato e sais desses compostos, e
ainda ZD 1694 (RALTITREXED™), LY231514 (ALIMTA™), LY264618

(LOMOTREXOL™) e OGT719.

O termo "compostos de platina" tal como aqui
utilizado inclui, mas ndo estd limitado a carboplatina,
cisplatina e oxaliplatina. A carboplatina pode @ ser
administrada, e.g., na forma em que estd comercializada,
e.g. com o nome comercial CARBOPLAT™, A oxaliplatina pode
ser administrada, e.g., na forma em que estd comerciali-

zada, e.g. com o nome comercial ELOXATIN™.

O termo "compostos que reduzem a actividade de
proteina quinase e outros compostos anti-angiogénicos" tal
como aqui wutilizado dinclui, mas ndo esta limitado a
compostos que diminuem a actividade de e.g. o factor de
crescimento endotelial wvascular (VEGE) , o factor de
crescimento epidérmico (EGF), c-Src, proteina quinase C, o
factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), Bcr-
Abl, c-Kit, Flt-3, o receptor do factor I de crescimento
semelhante a insulina (IGF-IR) e as quinases dependentes de
ciclina (CDKs), e compostos anti-angiogénicos que tém outro
mecanismo de acgdo do que a redugcado da actividade de

proteinas quinases.
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Os compostos que reduzem a actividade de VEGEF séao
especialmente compostos que inibem o receptor de VEGE,
especialmente a actividade de tirosina quinase do receptor
de VEGF, e compostos que se ligam a VEGF, e sadao em
particular os compostos, proteinas e anticorpos monoclonais
genericamente e especificamente descritos no WO 98/35958
(descrevendo compostos de férmula I), WO 00/09495, WO
00/27820, WO 00/59509, WO 98/11223, WO 00/27819, WO
01/55114, WO 01/58899 e EP 0 769 947; os descritos por M.
Prewett et al. em Cancer Research 59 (1999) 5209-5218, por
F. Yuan et al. em Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, vol. 93, pp.
14765-14770, Dezembro de 1996, por Z. Zhu et al. em Cancer
Res. 58, 1998, 3209-3214, e por J. Mordenti et al. em
Toxicologic Pathology, vol. 27, n° 1, pp. 14-21, 1999; no
WO 00/37502 e WO 94/10202; Angiostatin™, descrita por M. S.
O'Reilly et al., Cell 79, 1994, 315-328; e Endostatin™,
descrita por M. S. O'Reilly et al., Cell 88, 1997, 277-285;
os compostos que reduzem a actividade de EGF @ séao
especialmente compostos que inibem o receptor de EGF,
especialmente a actividade de tirosina quinase do receptor
de EGF, e compostos que se ligam a EGF, e sao em particular
0s compostos genericamente e especificamente descritos no
WO 97/02266 (que descreve compostos de férmula IV), EP 0
564 409, WO 99/03854, EP 0520722, EP 0 566 226, EP 0 787
722, EP 0 837 063, WO 98/10767, WO 97/30034, WO 97/49688,

WO 97/38983 e, especialmente, WO 96/33980;

os compostos que reduzem a actividade de c-Src incluem, mas
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nao estdo limitados a compostos que inibem a actividade de
proteina quinase de c-Src tal como definido adiante e os
inibidores de interaccao SH2 tais como os descritos no

WO97/07131 e WO97/08193;

os compostos que inibem a actividade de proteina tirosina
quinase incluem, mas nao estdo limitados a compostos que
pertencem as classes estruturais de pirrolopirimidinas,
especialmente pirrolo[2,3-d]lpirimidinas, purinas, pirazopi-
rimidinas, especialmente pirazo[3,4-d]pirimidinas, pirazo-
pirimidinas, especialmente pirazo[3,4-d]lpirimidinas e piri-
dopirimidinas, especialmente pirido[2,3-d]lpirimidinas. De
preferéncia, o termo relaciona-se com 0s compostos descri-

tos no WO 96/10028, WO 97/28161, W097/32879 e W097/49706;

compostos que reduzem a actividade da proteina quinase C
sdo especialmente os derivados de estaurosporina descritos
na EP 0 296 110 (preparacao farmacéutica descrito no WO
00/48571) cujos compostos sao inibidores de proteina

quinase C;

outros compostos especificos que reduzem a actividade de
proteina gquinase e que também podem ser wutilizados em
associacado com os compostos da presente invencao sao
Imatinib  (Gleevec®/Glivec®), PKC412, 1Iressa™ (zD1839),
PK1166, PTK787, 2zD6474, GW2016, CHIR-200131, CEP-7055/CEP-

5214, CP-547632, KRN-633 e S5UL416;

os compostos anti-angiogénicos que tém outro mecanismo de
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acgao do que o de reducgao da actividade de proteina quinase
incluem, mas nado estdo limitados a e.g. talidomida

(THALOMID), celecoxib (Celebrex) e ZD6126.

O termo "agonista de gonadorelina" tal como agui
utilizado inclui, mas ndo estda limitado a abarelix,
goserelina e acetato de goserelina. A goserelina esta
descrita na U.S. 4 100 274 e pode ser administrada, e.qg.,
na forma em que estd comercializada, e.g. com o nome
comercial ZOLADEX™., O abarelix pode ser formulado, e.g. tal

como descrito na U.S. 5 843 901.

O termo "anti-androgénios" tal como aqui utili-
zado inclui, mas ndo estda limitado a Dbicalutamida
(CASODEX™) , que pode ser formulada, e.g. tal como descrito

na U.S. 4 636 505.

O termo "bengamidas" relaciona-se com bengamidas
e o0s seus derivados que tém propriedades antiproli-

ferativas.

O termo "bisfosfonatos"™ tal como aqui utilizado
inclui, mas ndo estd limitado a &cido etriddénico, 4acido
clodrénico, éacido tiludrdnico, 4&acido pamidrdénico, Aacido
alendrénico, acido ibandrdénico, A&cido risedrdnico e Acido
zoledrénico. O "acido etriddénico" pode ser administrado,
e.g., na forma em que estd comercializado, e.g. com o nome
comercial DIDRONEL™, O "Acido clodrénico" pode ser admi-

nistrado, e.g., na forma em que estd comercializado, e.g.
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com © nome comercial BONEFOS™, O "dcido tiludrédénico" pode
ser administrado, e.g., na forma em gque esta comercia-
lizado, e.g. com o nome comercial SKELID™, O Aacido "pami-
drénico" pode ser administrado, e.g., na forma em que esta
comercializado, e.g. com o nome comercial AREDIA™. O "Acido
alendrénico" pode ser administrado, e.g., na forma em que
estd comercializado, e.g. com o nome comercial FOSAMAX™, O
"dcido ibandrdénico" pode ser administrado, e.g., na forma
em que estd comercializado, e.g. com o nome comercial
BONDRANAT™, (O "&cido risedrdénico" pode ser administrado,
e.g., na forma em que estd comercializado, e.g. com o nome
comercial  ACTONEL™. O "acido zoledrénico" pode ser
administrado, e.g., na forma em que estd comercializado,

e.g. com o nome comercial ZOMETA™,

O termo "anticorpos antiproliferativos" tal como
aqui utilizado inclui, mas ndo estd limitado a trastuzumab
(Herceptin™), Trastuzumab-DM1, erlotinib (Tarceva™),
bevacizumab (Avastin™), rituximab (Rituxan®), PRO64553

(anti—-CD40) e Anticorpo 2C4.

Para o tratamento de leucemia mieldide aguda
(AML), os compostos de férmula I ou I* podem ser utilizados
em associacdo com as terapéuticas correntes para leucemias,
especialmente em associacdo com terapéuticas wutilizadas
para o tratamento da AML. Em particular, os compostos de
férmula I ou I* podem ser administrados em associagdo com
e.g. inibidores de farnesiltransferase e/ou outros fdrmacos

Uteis para o tratamento de AML, tais como Daunorrubicina,
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Adriamicina, Ara-C, VP-16, Teniposido, Mitoxantrona,

Idarrubicina, Carboplatina e PKC412.

A estrutura dos agentes activos identificados por
numeros de cdédigo, nomes genéricos ou comerciais podem ser
retiradas da presente edicdo do compéndio corrente "The
Merck  Index" ou de bases de dados, e.qg. Patents

International (e.g. IMS World Publications).

Os compostos acima referidos, gque podem ser
utilizados em associacgdo com um composto de férmula I ou
I*, podem ser preparados e administrados tal como descrito

na técnica tal como nos documentos citados acima.

Exemplos

Os exemplos seguintes servem para ilustrar a

invencao sem limitar o seu ambito.

Abreviaturas:

abs. absoluto

AcOEt acetato de etilo

AcOH acido acético

Anal. andlise elementar (para os A&atomos indicados,

diferenca entre e} valor calculado e o)
determinado: 0,4 %)
salmoura solucédo aquosa saturada de NaCl

cat. catalisador
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conc.

decomp.
DIBAH
DIEA
DMF

DMPU

DMEU
DMSO
DMSO-d6
éter
EtOH
equiv
Ex.

h

HPLC

Me
min
p.f.
MPLC

NEt»
NMM
NMR
Rf
ta

TBS

- 60 -

concentrado

dia(s)

decomposigao

hidreto de diisobutil-aluminio
diisopropil-etil-amina

dimetil formamida
1,3-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidro-2-(1H) -
pirimidinona
1,3-dimetil-2-imidazolidinona

sulféxido de dimetilo

sulféxido de dimetilo per-deuterado
éter dietilico

etanol

equivalente(s)

Exemplo

hora(s)

cromatografia liquida de alta presséao
litro(s)

metilo

minuto(s)

ponto de fuséo

cromatografia liquida de média pressao
Combi Flash)

trietilamina

N-metilmorfolina

Ressonédncia magnética nuclear

razdo de frentes
temperatura ambiente

terc-butil-dimetilsililo

(sistema

(cromatografia em camada fina)
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TRBTU tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-1i1) -

N,N,N',N'-tetrametilurdnio

THF tetra-hidrofurano (destilado de Na/benzofenona)
TFA dcido trifluoroacético

TLC cromatografia em camada fina

TPTU tetrafluoroborato de 0-(2-oxo-1(2H)-piridil)-

N,N,N',N'-tetrametilurdnio
tR tempo de retencédo (HPLC)
trifosgénio carbonato de bis(triclorometilo)
Tween 80 monooleato de polioxietileno (20) sorbitano

(marca comercial da ICI, Unigquema)

Condicgdes de HPLC:

Sistema 1: A HPLC ¢é realizada num Agilent HP 1100
utilizando uma coluna Nucleosil 100-3 C18 HD 125 x 4,0 mm
(1 mL/min; gradiente linear de 20-100% de CH3CN (0,1% de

TFA) e H,0 (0,1% de TFA) em 7 min).

Sistema 2: Gradiente linear de 2-100% de CH3:CN (0,1% de
TFA) e H,0 (0,1% de TFA) em 10 min + 2 min de 100% de CHsCN
(0,1% de TFA); deteccdo a 215 nm, caudal 0,7 mL/min a 25 ou

30°C. Coluna : Nucleosil 120-3 C18 (125 x 3,0 mm).

Sistema 3: Gradiente linear de 20-100% de CHsCN (0,1% de
TFA) e H,0 (0,1% de TFA) em 13 min + 5 min de 100% de CHsCN
(0,1% de TFA); deteccdo a 215 nm, caudal 1 mL/min a 25 ou

30°C. Coluna: Nucleosil 120-3 C18 (125 x 3,0 mm).
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Exemplo 1 (Exemplo de referéncia): N-(4-piridin-4-il-oxi-

fenil)-N'-(4-etil-fenil)-ureia
SAGESeH
Mo e N N T
H H .

Uma solugdo de piridina (3,46 mL, 43 mmol), 4-

etil anilina (0,69 mL, 5,37 mmol) e fosgénio (11,1 mL, 20%
em tolueno; 21,5 mmol) em CHyCl, (66 mL) é agitada a 0°C de
um dia para o outro. Apds concentracdo a pressao reduzida,
a mistura reaccional é retomada em THF (26 mL), filtrada e
adicionada a uma solugdo de 4-(piridin-4-il-oxi)-fenilamina
(Passo 1.11; 0,5 g, 2,69 mmol) e piridina (0,43 mL, 0,43
mmol) em THF (3,3 mL) e agitada a ta durante 24 h. A
solugao da reaccgéo é filtrada sobre gel de silica (30 qg),
retomada em AcOEt (100 mL), lavada com H»O (20 mL), NaHCOs
(5%, 20 mL), e salmoura (20 mL, 2x), seca sobre Nay;SQ04,
concentrada a pressao reduzida e submetida a cromatografia
"flash" (gel de silica, 2 x 18 cm; AcOEt/hexano = 2:1->
4:1) dando o composto do Exemplo 1 como um sélido incolor;
M+H=334, 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8,70 (s, 1H, NH), 8,60
(s, 1H, NH), 8,44 (d, Hz, 6,5 Hz, 2H, piridinilo), 7,54 (d,
9,5 Hz, 2H, 4-etil-fenilo), 7,37 (d, 9,5 Hz, 2H, oxo-fenil-
amina), 7,11 (d/d, 9,5 Hz, 4H, oxo—-fenil-amina/4-etil-
fenilo), 6,89 (d, 6,5 Hz, 2H, piridinilo), 2,55 (qu, 7,5
Hz, 24, CHy), 1,16 (t, 7,5 Hz, 3H, CH3) ; Rs

(AcOEt/hexano=2:1): 0,16; p.f. = 166,5-168°C.

O material de partida é preparado como se segue:
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Passo 1.1: (4-(piridin-4-il-oxi)-fenil-amina)

Uma solugdo de 4-aminofenol (15 g, 0,135 mol),
cloridrato de 4-cloropiridina (22,5 g, 0,148 mol) e KOtBu
(45,8 g, 0,404 mol) em DMPU (208 mL) e DMF (52 mL) &
agitada a 100°C durante 24 h, arrefecida até a ta, vertida
em H,O (0,6 L), e extraida com AcOEt (150 mL, 6 x). As
fases orgénicas combinadas sédo lavadas com H,O (100 mL, 2
x), salmoura (100 mL, 2 x), secas (Nay50;), concentradas a
pressao reduzida, e submetidas a cromatografia "flash" (gel
de silica, 4,5 x 25 cm; AcOEt/hexano = 1:9->3:7) para dar o
composto em epigrafe do Passo 1.1 como um sélido incolor:
M+H = 187,2; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8,37 (d, 6,5 Hz,
2H, piridinilo), 6,79 (d, 9,5 Hz, 2H, fenil), 6,78 (d, 9,5
Hz, 2H, piridinilo) 5,12 (s, 2H, NHy); Rf (AcCOEt/CH,Cl, =

3:7): 0,23; p.f. = 165,8-166,6°C.

Exemplo de Referéncia 35: N-[4-(piridin-4-il-oxi)-3-cloro-

fenil]-N'—-(3-trifluorometil-fenil)-ureia

Trifosgénio (91 mg, 0,30 mmol) dissolvido em
CH,Cl, (9 mL) ¢é adicionado a uma solucdo de 3-cloro-4-
(piridin-4-iloxi)-fenilamina (Passo 35.1) (0,2 g, 0,906
mmol) e NEts (0,11 mL, 1,5 mmol) em CH;Cl, (4,5 mL) durante
4 min a 0°C. Apds agitacdo da solugdo da reaccao durante 10
min a ta, adiciona-se uma solucgdo de 3-trifluorometil-
fenilamina (0,114 mL, 0,906 mmol) e NEts (0,11 mL, 1,5
mmol) em CHyCl, (4,5 mlL). Apds agitacdo durante 4,5 h, a
solucdo de reacgcao € vertida em solugdo concentrada de

NaHCO;, e extraida com CH,Cl, (25 mL, 5 x). As fases orga-
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nicas combinadas sao lavadas com salmoura (20 mL), secas
(MgS0O4), concentradas a pressdo reduzida, e submetidas a
cromatografia "flash" (gel de silica, 3,5 x 35 cm;
AcOEt/hexano = 2:1->3:1) para dar o composto do Exemplo 35
como um sélido ligeiramente amarelado (301 mg, 0,74 mmol;
81%), M+H=408,0; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 9,20/9,11 (s/s,
2H, NH), 8,45 (d, 6,5 Hz, 2H, pirimidinilo), 8,01 (s, 1H,
CFs-fenilo), 7,90 (s, 1H, Cl-fenilo), 7,60 (d, 7,5 Hz, 1H,
CHs—fenilo, 7,53 (t, 7,5 Hz, 1H, CFs;-fenilo), 7,41 (d, 8,5
Hz, 1H, Cl-fenilo), 7,33 (m, 2H, fenil-Cl/CFs—fenilo), 6,88

(s, 2H, pirimidinilo); HPLC (Sistema 1): 5,43 min.

Passo 35.1:

E preparado de acordo com a sintese do composto

da Fase 1.1: M+H=221,0; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8,38 (d,

6,5 Hz, 2H, pirimidinilo), 6,98 (d, 8,5 Hz, 1H, Cl-fenilo),

6,77 (d, 7,0 Hz, 2H, Cl-fenilo), 6,73 (s, 1H, Cl-fenilo),

6,53 (s, 2H, pirimidinilo), 5,44 (s, 2H, NHy); HPLC
(Sistema 1): 5,43 min.

pirimidinilo), 6,73 (m, 3H, pirimidinilo/fenil-CHs),

6,49 (s, 1H, fenil-CHs), 6,44 (m, 2H, fenil-CHs), 5,06 (s,

2H, NH,), 1,96 (s, 3H, CHsz); Rf (hexano/AcOEt=1:2): 0,14.

Exemplo de referéncia 56: 1-[4-(6-Cloro—-pirimidin—-4-iloxi) -

fenil]-3-(3-trifluorometil-fenil)-ureia

oy R 7
RERCPNSY
noR ¥
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Apds agitacdo de isocianato de 3-trifluorometilo
(412 mg, 2,2 mmol), 4-(6-cloro-pirimidin-4-iloxi)anilina
(Passo 56.1; 0,25 g, 1,1 mmol) e piridina (0,18 mL) de um
dia para o outro, a solugdo de reacgdo ¢é concentrada a
pressao reduzida e submetida a cromatografia "flash" (gel
de silica, 2,5 x 17 cm; acetona/CH;Cl,= 5:95->1:9) para dar
o composto do Exemplo 56 como um material sdélido branco:
M+H=408,9/410,9; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds¢): 9,07 (s, 1H,
NH), 8,89 (s, 1H, NH), 8,63 (d, 2,0 Hz, 1H, piridinilo),
8,01 (s, 1H, 3-CFs-fenilo), 7,57 (d/largo, 8,0 Hz, 1H, CFs-
fenilo), 7,52 (d, 9,5 Hz, 2H, oxo-fenil-amina), 7,50 (m,
13, 3-CFs3-fenilo), 7,32 (d, 2,0 Hz, 1H, piridinilo), 7,29
(d/largo, 8,0 Hz, 1H, -CF3-fenilo), 7,15 (d, 9,5 Hz, 2H,
oxo—-fenil—-amina), (d, 6,5 Hz, 2H, piridinilo); Rs

(acetona/CH;Cl,=1:9): 0,54; p.f. = 187,4-189, 7°C.

Passo 56.1: 4-(6-chloro-pirimidin-4-iloxi)—-anilina

4-Cloro—6-(4-nitro-fenoxi)-pirimidina (Passo 56,2;
3,6 g, 14,3 mmol) dissolvida em MeOH (250 mL) é hidrogenada
na presenca de Ni de Raney (3 g) a 40°C durante 3 d. A
solugdo de reacgao ¢ filtrada, concentrada a pressao
reduzida e cristalizada de AcOEt/hexano para dar o composto
do Passo 56.1: M+H=222/224; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8,62
(s, 1H, piperidinilo), 7,13 (s, 1lH, piperidinilo), 6,83 (d,
9 Hz, 2H, fenilo), 6,56 (d, 9 Hz, 2H, fenilo), 5,12 (s, 2H,

NHy); p.f. = 135,5-138,1°C.
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Passo 56.2: 4-Cloro-6-(4-nitro-fenoxi)-pirimidina

4-Nitrofenol (2,8 g, 20,1 mmol), 2,4-dicloro-
pirimidina (3 g, 20,1 mmol), NaOH (0,8 g, 20,1 mmol)
dissolvidos em HyO/acetona (80 mL; 1:1) sao agitados a 60-
65°C durante 1 h. A solucadao de reaccdao ¢é concentrada a
pressao reduzida e submetida a cromatografia "flash" (gel
de silica, 4,5 x 22 cm, AcOEt/hexano=1:4) para dar o
composto do Passo 56.2 como um material sdélido branco:
M+H=252/254; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8,67 (s, 1H,
piperidinilo), 8,34 (d, 9 Hz, 2H, fenilo), 7,58 (d, 9 Hz,
2H, fenilo), 7,53 (s, 1H, piperidinilo); R: (AcOEt/hexa-

no=1:1): 0,16; p.£f. = 125,4-126,6°C.

Os compostos seguintes sao sintetizados por
analogia com a preparacdao do composto do Exemplo 56 por
agitacdo do correspondente cloreto e da amina numa gama de
temperaturas entre 20 e 80°C durante um periodo de tempo
entre 10 min até varias horas. As estruturas e dados

analiticos dos compostos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6:

Ex. Estrutura Dados analiticos

73 ﬁ::] M+H = 487,0; Rf (AcOEt/
r/;ﬁ/ﬂ .

=N
E { ﬁ\ hexano = 2:1): 0,45; HPLC
N\I,f..N L s g "

i

o N

(Sistema 1): 6,44 min

A 4-piperidin-1-il-3-trifluorometil-fenilamina

(Passo 73.1) para a sintese do composto do Exemplo 74 é
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sintetizada de acordo com a preparacdo do composto do Passo

38.1: M+H=245,1; R: (AcOEt/hexano = 1:5): 0,11.

Exemplo 88: Os compostos seguintes podem ser preparados

analogamente aos procedimentos descritos (Tabela 7):

Tabela 7:
At o o
Hwﬁ:i“ ﬁ§# Condicdes p.f. MS Anal.
reaccionais [°C] [M+1]7
p) mo «NHIEtOH 90 min 50°C 191-192| 449 CHN
33 i
q) o™ OB 20 b, ta 189-191| 463 CHN

v) Ejf:fﬁ fﬂﬁ EtOH 1 h, ta 178-180 478
g

w) ™ piog 11 1, ta 492

aa) wmo P

ab) e N EtCH, NaI 100 min, 40°C 477
Exemplo 89: (%)-trans-N-(4-(4-Etilaminopirimidin-6-il-oxi)-
fenil)-N'"—-(2-fenil-ciclopropil)-ureia (método A)
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A uma solucdo de 4-(4-etilaminopirimidin-6-il-
oxi)—-anilina (Passo 89.1; 271 mg, 1,177 mmol) em THF (5 mL)
sob atmosfera de N,;, adiciona—-se i1socianato de trans—-2-
fenil-ciclopropilo (188 mg, 1,18 mmol; Aldrich). Em seguida
a solugdo ¢é agitada durante 8 h, enquanto se forma um
precipitado. A filtracdo e lavagem com THF e éter da o
composto em epigrafe: p.f.: 205-206°C; 'H-NMR (DMSO-d¢):
8,50 (s, HN), 8,11 (s, 1H), 7,42 (d, 2H), 7,27 (m, 3H),
7,15 (m, 3H), 7,01 (d, 2H), 6,67 (s, HN), 5,67 (s, 1H),
3,25 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,98 (m, 1H), 1,17 (m, 2H),

1,09 (t, 3H); Anal.: CHN.

Os materiais de partida sao preparados como se

segue:

Exemplo 131: N—(4-(4-Aminopirimidin-6-il-oxi)—-fenil)-N"-(3-

trifluorometil-4— (piperidin-1-ilmetil)-fenil)-ureia

A  hidrogenacdo de N-(4-(4-azidopirimidin-6-il-
oxi)-fenil)-N'—-(3-trifluorometil-4-(piperidin-1-ilmetil) -
fenil)-ureia (Exemplo 130; 213 mg, 0,41 mmol) na presenca
de Pd/C a 10% (40 mg) em 10 mL de THF durante 2 h a ta,

filtracdo e concentracdo do filtrado d& o composto em
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epigrafe: MS: [M+1]" =487; 'H-NMR (DMSO-d¢): 9,09 & 8,92
(2s, 2HN), 8,03 & 7,93 (2s, 2H), 7,69 & 7,65 (2m, 2H), 7,47
& 7,03 (2d, 2 x 2H), 6,79 (s, 2H), 5,6 (s, 1H), 3,46 (s,

2H), 2,31 (m, 4H), 1,49 (m, 4H), 1,40 (m, Z2H).

Passo 131.1 N—(4-(4-Cloropirimidin-6-il-oxi)—-fenil)-N'"-(3-

trifluorometil-4— (piperidin-1-ilmetil)-fenil)-ureia

O composto em epigrafe & preparado a partir de 3-
trifluormetil-4-(piperidin-1-ilmetil)-fenilamina (Passo
131.1) e 4— (6-cloro-pirimidin-4-il-oxi)—-anilina (Passo
21.1) analogamente ao Exemplo 85: MS: [M+1]'=505; 1H-NMR
(DMSO-d¢): 8,99 (s, 1H), 8,84 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,93
(s, 1#), 7,62 (4, 1H), 7,55 (m, 1H), 7,51 (d, 2H), 7,32 (s,
1lH), 7,14 (4, 2H), 3,47 (s, 2H), 2,31 (sb, 4H), 1,49 (m,

4H), 1,39 (m, 2H).

Passo 131.2 N-(4-(4-Azidopirimidin-6-il-oxi)-fenil)-N'—-(3-

trifluorometil-4-(piperidin-1-ilmetil)-fenil)-ureia
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Uma mistura de N-(4-(4-cloropirimidin-6-il-oxi) -
fenil)-N'—-(3-trifluorometil-4-(piperidin-1-ilmetil)-fenil)-
ureia (Exemplo 128; 350 mg, 0,69 mmol) e NaNz (91 mg, 1,4
mmol) em 7 mL de DMF é agitada durante 2 h a 70°C. A mis-—
tura resultante & concentrada em vacuo, o residuo diluido
com AcOEt e agua, a camada aquosa separada e extraida duas
vezes com AcOEt. As fases orgdnicas sado lavadas com agua e
salmoura, secas (Na,S0O,;) e concentradas para dar o composto

em epigrafe: MS: [M+1]'=513.

Passo 131.3: 3-Trifluorometil-4-(piperidin-1-ilmetil) -

fenil-amina

A uma solugcao de 2,2,2-trifluoro-N-(4-piperidin-
l1-ilmetil-3-trifluorometil—-fenil)-acetamida (Passo 131.4;
1,427 g, 4,03 mmol) em metanol a ebulicdo (42 mL), adi-
ciona-se gota a gota 20 mL de uma solugdao de K;CO3 1 N em
dgua. Apds 2 h de agitagdo, a mistura reaccional é arre-
fecida a tal concentrada em vdcuo e o residuo redissolvido
em AcOEt e A&gua. A camada aquosa é separada e extraida duas
vezes com AcOEt. As fases orgdnicas sdo lavadas com agua e
salmoura, secas (Na,S0O,;) e concentradas para dar o composto
em epigrafe: MS: [M+1]'=259; ‘H-NMR (DMSO-d¢): 7,28 (d, 1H),
6,82 (d, 1H), 7,73 (dd, 1H), 5,40 (s, H2N), 3,32 (s, 2H),

2,27 (sb, 4H), 1,46 (m, 4H), 1,39 (m, 2H).
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Passo 131.4: 2,2,2-Trifluoro-N-(4-piperidin-1-ilmetil-3-

trifluorometil-fenil)-acetamida

A uma solugcao de N-(4-bromometil-3-trifluoro-
metil-fenil)-2,2,2-trifluoro—acetamida (Passo 131.5; 1,465
g, 4,19 mmol) em acetonitrilo (35 mL) sob atmosfera de Ny,
adiciona-se piperidina (1,25 mL, 12,7 mmol). Apds 30 min a
ta a mistura reaccional é diluida com &gua e parcialmente
concentrada em vadcuo. O residuo aquoso é acidificado a pH 5
por adicdo de HC1 0,1 N HCl e extraido 3x com AcOEt. As
camadas orgdnicas sao lavadas com Aagua e salmoura, secas
(NayS504) e concentradas. A cromatografia em coluna (SiOz;
hexano/AcOEt  3:2) dd o composto em epigrafe: MS:
[M+1]'=355; 'H-NMR (DMSO-d¢): 11,48 (s, HN), 8,02 (s, 1H),
7,91 (dd, 1H), 7,77 (4, 1H), 3,52 (s, 2H), 2,32 (sb, 4H),

1,50 (m, 4H), 1,40 (m, Z2H).

Passo 131.5: 2-N—- (4-Bromometil—-3—-trifluorometil-fenil) -

2,2,2-—trifluoro—acetamida

Sob atmosfera de N, uma suspensao de N—(4-metil-
3-trifluorometil-fenil)-2,2,2-trifluoroacetamida (Passo
131.6; 5,21 g, 19,2 mmol), N-bromossuccinimida (15 g, 84
mmol) e azo-iso-butironitrilo (740 mg, 4,5 mmol) em 430 mL
de CCl, é aquecida a 85°C durante 15 h. A mistura quente é
filtrada, o sélido lavado com CCl; e eliminado. O filtrado

é concentrado, o residuo redissolvido em CH,Cl, (0,7 L) e
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lavado duas vezes com solugdo de Nay5,0;3 0,5 M e salmoura.
As fases inorgénicas sao extraidas com 2 porgdes de CHyCl,,
as fases orgénicas sao secas (NayS0s4) e concentradas. A
cromatografia em coluna (SiO;; hexano/CH,Cl, 1:1) da o
composto em epigrafe: 1H-NMR (DMSO-dg) : 11,59 (s, HN), 8,06

(d, 1H), 7,97 (d4d, 1H), 7,76 (d, 1H), 4,77 (s, 2H).

Passo 131.6: N—(4-Metil-3-trifluorometil-fenil)-2,2,2-

trifluoro—acetamida

A uma solugédo arrefecida em gelo de 5-amino—-2-
metilbenzotrifluoreto (3,77 g, 21,5 mmol) e piridina (17,3
mL, 215 mmol) em 50 mL de CH;Cl, sob atmosfera de Ny,
adiciona-se anidrido do &acido trifluoroacético (3,3 mL, 23
mmol) gota a gota. Apds aquecimento até a ta, a mistura é
diluida com CH,Cl, e lavada 3x com uma solucdo de Aacido
citrico a 10% em &gua. As camadas aquosas sdo extraidas
duas vezes com CH,Cl,, as fases orgdnicas sao secas (NaSOy)
e concentradas. A sublimacdo num forno Kugelrdhr (0,1 mbar;

forno a 150°C) da o composto em epigrafe: p.f.: 72-74°C

Passo 131.7: 4-(6-Cloro-pirimidin-4-il-oxi)-anilina

4-Cloro—6 (4-nitro-fenoxi)-pirimidina (Passo 131.8;
3,6 g, 14,3 mmol) dissolvida em MeOH (250 mL) & hidrogenada
na presenca de Ni de Raney (3 g) a 40°C durante 3 d. A

solugcdo de reacgao ¢ filtrada, concentrada a pressao
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reduzida e cristalizada de AcOEt/hexano para dar o composto
em epigrafe do Passo 21.1: M+H=222/224; ‘H-NMR (400 MHz,
DMSO-d¢) : 8,62 (s, 1H), 7,13 (s, 1H), 6,83 (d, 9 Hz, 2H,
fenilo), 6,56 (d, 9 Hz, 2H, fenilo), 5,12 (s, 2H, NH;);

p.f. = 135,5-138,1°C.

Passo 131.8: 4-Cloro-6-(4-nitro-fenoxi)-pirimidina

4-Nitrofenol (2,8 g, 20,1 mmol), 2,4-dicloro-
pirimidina (3 g, 20,1 mmol), NaOH (0,8 g, 20,1 mmol)
dissolvido em HyO0/acetona (80 mL; 1:1) sdo agitados a 60-
65°C durante 1 h. A solugcdo de reacgcao € concentrada a
pressdao reduzida e submetida a cromatografia "flash" (gel
de silica, 4,5 x 22 c¢m, AcOEt/hexano=1:4) para dar o
composto em epigrafe do Passo 21.2 como um sélido incolor:
M+H=252/254; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8,67 (s, 1H,
pirimidinilo), 8,34 (d, 9 Hz, 2H, fenilo), 7,58 (d, 9 Hz,
2H, fenilo), 7,53 (s, 1H, pirimidinilo); Rs (AcOEt/he-

xano=1:1): 0,16; p.£f. = 125,4-126,6°C.

Exemplo 136: Os seguintes compostos da Tabela 11 podem ser

preparados analogamente aos procedimentos descritos:
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Tabela 11:

o
g 23] HPLG g [min]Sistemad | pt [ | ME{Mw} Anal,
A
ko : QO NH, 464 CHN
e
& mﬁ‘o NH; 746 435
o’
FF
f ~ NH, 8.0 518
g | LVMW NH-CH, 4 530
ol
oy ;@?u NH, a1 445
R
Kt OO | a4 464
fo| o NH-CHq 58 478
W
n ¥ NHq a2 457 CHNF
o3 D NH-CH, 2.6 s H,0
CF
q oyt ~ NHg 8.4 30
1) Y| becH, ag 530
Y :
i&}‘
s} : NH-CH., 8.0 L
&0
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(continuacéao)
S
’@M K1 HPLO g fruinjSistera 3| pf [Cf | MS[M+p Al

HN
i} ¢ PH-CH,
W) # NHq
' S -
¥ 5, . BH-CH,

. k]

Exemplo de referéncia 138: N-Metil-C-[4-(4-{4-[3-(4-pipe-—

ridin-1-il-3-trifluorometil-fenil)ureido]-fenoxi}-

pirimidin-2-ilamino)-fenil]-metanossulfonamida

c ‘LCQ
S¥ss

Uma suspensdo de 1-[4-(2-cloro-pirimidin-4-ilo-

4% ‘ﬂ

xi)-fenil]-3-(4-piperidin-1-il-3-trifluorometil-fenil) -

ureia (140 mol, 0,285 mmol) e de C-(4-amino—-fenil)-N-metil-
metanossulfonamida (855 mg, 4,27 mmol) em etanol (5 mL) é
agitada num tubo selado a 60°C durante 27 h. Apds
evaporacdo do solvente, a mistura reaccional é submetida a
cromatografia "flash" (gel de silica, 2,5 x 45 cm,
hexano/AcOEt = 1:1->1:2) para dar composto do Exemplo 138
como um sdélido bege: M+H = 655,8; R: (Hexano/AcOEt=1:1):

0,319; HPLC: 6,65 min (Sistema 1).
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O composto do Exemplo 140 é sintetizado por
analogia com o Exemplo 35 por formagdo de ureia entre as
correspondentes cloro-pirimidiniloxi-fenilaminas e as 3-
trifuorometil-fenil aminas substituidas por meio de trifos-
génio. As estruturas e dados analiticos estdo apresentados

na Tabela 12.

Tabela 12:
Ex. |[Estrutura Dados analiticos
139 }, M+H = 506,9/508,9;
"’ Rs CH,Cl,/MeOH =
f
o a 9:1): 0,21; HPLC:
Dy 14 7
T
N0 5,31 min (Sistema

1) .
1-[4-(6-Cloro-pirimidin-4-iloxi)

fenil]-3-[3-(4-metil-piperazin-1-

—5—trifluorometil-fenil]-ureia

“lorau,

1-[4-(2-Cloro-pirimidin-4-iloxi)—

M+H = 420,9/422,9;

Rf hexano/AcOEt =

'

1:1): 0,22; HPLC:

7,31 min (Sistema
fenil]-3-(4-metil-3-trifluorometil-

1).
fenil]—-ureia

O composto do Exemplo 141 ¢é sintetizado analo-
gamente a preparacdo do composto do Exemplo de Referéncia
138. As estruturas e os dados analiticos estdo apresentados

na Tabela 13.
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Tabela 13:

Ex. |[Estrutura Dados analiticos
141 £ M+H = 502,0; R¢
1 (;j CH,Cl,/MeOH =
"ﬁ\(\fc’ 9:1): 0,09; HPLC:
At ] 3,98 min (Sistema
1).

1-[4-(6-Metilamino-pirimidin-4-

iloxi)fenil]-3-[3-(4-metil-piperazin-

1-11)-5-trifluorometil-fenil]-ureia

O composto do Exemplo 145 é formado por formacgao

de ureia entre as correspondentes anilinas e 4-(4-amino-

fenoxi)-pirimidin-2-ilamina

composto de Referéncia - Exemplo 35.

analogamente

a preparacao do

As estruturas e dados

analiticos estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14:

Ex. |Estrutura Dados analiticos
145 M+H = 487,9; R¢
(CH2C12/ MeOH/NH3
HN

1-[4-(6-Amino-pirimidin-4-iloxi) fe-

nil]-3-[3-(4-metil-piperazin-1-il)-5-

trifluorometil-fenil]—-ureia

= 8:2:0,1): 0,20;

HPLC: 3,78 min

(Sistema 1).
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Exemplo 165: Dados farmacocinéticos

O composto de férmula I a ser testado é formulado
para administracao a ratinhos MAG fémeas de BRL,
Fuellinsdorf, Suiga, por dissolucao em DMSO/Tween 80 (90:10
v/v). A solugdo ¢é diluida 1:20 com &gua destilada e
brevemente sonicada para uma suspensdo homogénea macros-
copicamente em 5% v/v de DMS0/0,5% v/v de Tween 80. As
concentrag¢des finais do composto sdao 10, 3 e 1 mg/mlL para
dosagem de 50 mg/kg, respectivamente. Cada formulagdo é
examinada num microscdépio com contraste de fases e é

descrita a forma das particulas e calculado o tamanho.

O composto formulado ¢ administrado por cénula
para dar dosagens de 50 mg/kg. Nos pontos de tempo alocados
0os ratinhos (4 de cada vez) sdao anestesiados com 3% de
isoflurano em oxigénio e é retirado coracdo do sangue para
tubos heparinizados (ca. de 30 UI/mL). Os animais sao
subsequentemente mortos sem recuperar do anestésico. E
preparado plasma a partir do sangue por centrifugacéao
(10.000 g, 5 min) e ou analisado imediatamente ou armaze-—
nado congelado a -70°C. As amostras de ©plasma séao
misturadas com um volume igual de acetonitrilo e deixadas
em repouso a ta durante 20-30 min. O precipitado de
proteinas é removido por centrifugacdo (10.000 x g) e uma
amostra do sobrenadante ¢é analisada por HPLC de fase
inversa num equipamento Merck-Hitachi LaChrom®. A amostra

(100 pL) é injectada numa coluna C18 Nucleosil® 100-5
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(Macherey & Nagel, Diiren, F.R.G.) (125 x 4 mm) com uma pré-
coluna (8 x 4 mm) do mesmo material. A coluna é equilibrada
e.g. com 5% v/v de acetonitrilo em Agua contendo 0,05% de
dcido trifluorocacético (TFA). A amostra é eluida e.g. com
um gradiente de 5% v/v de acetonitrilo até 95% v/v de
acetonitrilo (em agua com 0,05% v/v de TFA) ao longo de um
periodo de 10 min. A coluna ¢ depois preparada para a
amostra seguinte por manutencdo do gradiente nas condigdes
finais durante 5 min, depois retornado as condigdes
iniciais e reequilibrando durante 5 min. O composto é
detectado por absorvéncia, e.g. a 320 nm. A identidade do
pico pode ser confirmada pelo tempo de retencdo e compa-
racdo do espectro de absorgao no UV (detector de fotodiodos
205-400 nm) com controlos. A quantidade de composto é
quantificada pelo método do padrdo externo: € construida
uma curva de calibracdo com quantidades conhecidas de com-

posto em plasma que é processado tal como descrito acima.

Os compostos de férmula I ou I* de acordo com a

invencao apresentam aqui concentracgdes plasmaticas na 4area

de e.g. 1 a 50 uM.

Exemplo 166: Dados de inibicgdo in vitro

As determinacg¢des enzimdaticas (c—-Abl, KDR, F1t3)

sdo feitas tal como descrito acima na descrigdo geral.
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Exemplo 167: Comprimidos compreendendo compostos de fdérmula

I ou I*

Comprimidos, compreendendo, como ingrediente
activo, 100 mg de qualquer dos compostos de fédrmula I ou I*
dos Exemplos 1 a 164c) sao preparados com a sSeguinte

composicdo, seguindo procedimentos correntes:

Composigao

Ingrediente activo 100 mg
Lactose cristalina 240 mg
Avicel 80 mg
PVPPXL 20 mg
Aerosil 2 mg
Esterato de magnésio 5 mg

447 mg

Fabrico: O ingrediente activo é misturado com os
materiais de veiculo e comprimido por meio de uma maquina

de comprimidos (Korsch EKO, Stempeldurchmesser 10 mm).

O Avicel é celulose microcristalina (FMC, Fila-

délfia, EUA).

O PVPPXL ¢é polivinilpolipirrolidona, reticulada

(BASF, Alemanha).

O Aerosil ¢é didéxido de silicio (Degussa, Ale-

manha) .
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Exemplo 168: Capsulas

Capsulas, compreendendo, como ingrediente activo,
100 mg de qualquer dos compostos de férmula I ou I* dos
Exemplos 1 a 164c), com a composicdo seguinte, sao prepa-

radas de acordo com procedimentos correntes:

Composigao

Ingrediente activo 100 mg
Avicel 200 mg
PVPPXL 15 mg
Aerosil 2 mg
Esterato de magnésio 1,5 mg

318,5 mg

O fabrico é feito por mistura dos componentes e

enchimento em cdpsulas de gelatina dura de tamanho 1.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2009
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REIVINDICAGCOES
1. Derivado de diaril-ureia de férmula I
: g ﬁ .
» Xy N \Z o
R ‘ §,,x i ‘
NN ™o :

cada um de Ri;, Ry, R;, independentemente dos outros, é
hidrogénio, hidroxilo, amino, nitro, C;-C; alquilo, halo-
geno-C;-C; alquilo, C;-C; alcoxi, halogeno-C;-C; alcoxi,
halogéneo, fenilo, fenilamino, hidroxifenil-amino, amino-
Ci—Cralguil-oxifenilamino, carbamoilfenil-amino, [N-(hidro-
xi-C;-Crsalquil) —carbamoil]-fenil-amino, heterociclilo satu-
rado com 5 ou 6 membros com 1 ou 2 heterodtomos seleccio-

nados do grupo que consiste em N, O e S,
e pelo menos um de Ry, R, € Ry é um piperidilo, piperidil-
Cl-Csalquilo, C;-Cralquil-piperazinilo, ou C:-Cralquil-

piperazinil-C,-Cralquilo;

e Ry é amino ou C;-Crjalquilamino;
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ou um seu tautdmero;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

2. Composto de férmula I de acordo com a
reivindicacdao 1 em que cada de Ri, Rz, Rs, independentemente
dos outros, € hidrogénio, hidroxilo, amino, nitro, metilo,
etilo, propilo, trifluorometilo, metoxi, 2,2,2-trifluoro-
etoxi, «cloro, Dbromo, 4-hidroxi-fenilamino, 4-[(2—-amino-
etil)-oxi]-fenilamino, 4-sulfamoil-fenilamino, {N-[4-(2—-
hidroxietil)-carbamoil]-fenil}amino, piperidilo, piperazi-
nilo, morfolinilo, ou tiomorfolinilo;
ou um seu tautdmero;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

3. Composto de férmula I de acordo com a
reivindicacdo 2 em que cada de Ri;, Ry, Rs, independentemente
dos outros, € hidrogénio, hidroxilo, amino, nitro, metilo,
etilo, propilo, trifluorometilo, metoxi, 2,2,2-trifluo-
roetoxi, cloro, bromo, 4-hidroxi-fenilamino, 4-[(2—-amino-
etil)-oxi]-fenilamino, 4-sulfamoil-fenilamino, {N-[4-(2-
hidroxietil)-carbamoil]-fenil}amino, piperidin-1-ilo, pipe-
razin—-1-ilo, morfolino, ou tiomorfolino;
ou um seu tautdmero;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

4. Composto de fdérmula I de acordo com a rei-

vindicagcédo 1, 2 ou 3 em que pelo menos um de R;, R, e R;, &
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piperidin-1-ilmetilo, 4-metil-piperazin-1-ilo, 4-etil-pipe-
razin-1-ilo, 4-metil-piperazin-l-ilmetilo ou 4-etil-pipera-

zin-1-ilmetilo.

5. Composto de férmula I seleccionado do grupo

que consiste em:

1-[4-(2-Metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-3-(4-

piperidin-1-il-3-trifluorometil-fenil)ureia (73),

1-[4-(6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-3-(4-

piperidin-1-il-3-metoxi-fenil)ureia (88p),

1-[4-(6-etilamino—-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-3-(4-

piperidin-1-il-3-metoxi-fenil)ureia (88q),

1-[4-(6-terc-butilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-3-

(4-piperidin-1-il-3-metoxi-fenil)ureia (88u),

1-[4-(6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-4-(4-

etil-piperidin-1-il)-3-metoxi-fenil)ureia (88v),

1-[4-(6-etilamino-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-4-(4-

etil-piperidin-1-il)-3-metoxi-fenil)ureia (88w),

1-[4-(6-terc-butilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-4-

(4—etil-piperidin-1-il)-3-metoxi-fenil)ureia (88z),
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1-[4-(6-metilamino—-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-3-(4-

piperidin-1-ilmetil-3-metoxi-fenil)ureia (88aa),

1-[4-(6—etilamino—pirimidin—-4-iloxi)-fenil]-3-(4-

piperidin-1-ilmeti-3-metoxi-fenil)ureia (88ab),

N-(4-(4-Aminopirimidin-6-il-oxi)—-fenil)-N'—-(3-
trifluorometil-4- (piperidin-1-ilmetil)-fenil)-ureia

(131)

1-[3-(4-Etil-piperazin-1il)-3-metoxi-fenil]-3-[4-(6-

amino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia (136Db)

1-[4-(piperidin-1-il1)-3-metoxi-fenil]-3-[4-(6—-amino-

pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-ureia (136d)

1-[4-(4-Etil-piperazin-1-ilmetil)-3-trifluorometil-
fenil]-3-[4-(6—amino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia

(136f)

1-[4-(4-Etil-piperazin-1-ilmetil)-3-trifluorometil-
fenil]-3-[4-(6-metilamino—-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]—

ureia (136g)

1-[4-(piperadin-1-ilmetil) -3-metoxi-fenil]-3-[4-(6-

amino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia (1361)

1-[4-(4-metil-piperazin-l-ilmetil)-3-metoxi-fenil]-3-

[4—(6—amino-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-ureia (136k)
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1-[4-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-3-metoxi-fenil]-3-
[4— (6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia

(1361)

1-[3-(piperidin-1-ilmetil)-5-trifluorometil-fenil]-3-

[4— (6—amino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia (136n)

1-[3-(piperidin-1-ilmetil)-5-trifluorometil-fenil]-3-
[4—(6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia

(1360)

1-[3-(4-Etil-piperazin-1-il)-5-trifluorometil-fenil]-

3-[4-(6-amino-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-ureia (136q)

1-[3-(4-Etil-piperazin-1-il)-5-trifluorometil-fenil]-
3-[4-(6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia

(136r)

1-[4-(piperidin-1-ilmetil)-3-trifluorometil-fenil]-3-
[4— (6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-ureia

(136s)

1-[3-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-5-trifluorometil-
fenil]-3-[4-(6-metilamino—pirimidin-4-iloxi)-fenil]-

ureia (136u)

1-[3-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-5-trifluorometil-
fenil]-3-[4-(6—-amino-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-ureia

(136v)
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1-[4-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-3-trifluorometil-
fenil]-3-[4-(6-metilamino-pirimidin-4-iloxi)-fenil]-—

ureia (136y)

1-[4-(4-metil-piperazin-1-ilmetil)-3-trifluorometil-
fenil]-3-[4-(6—-amino-pirimidin-4-iloxi)—-fenil]-ureia

(136z)

1-[4-(6-Metilamino-pirimidin-4-iloxi)fenil]-3-[3-(4-
metil-piperazin-1-il)-5-trifluorometil-fenil]-ureia

(141)

1-[4-(6-Amino-pirimidin-4-iloxi)fenil]-3-[3-(4-metil-

piperazin-1-il)-5-trifluorometil-fenil]-ureia (145),

ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

6. Composto de férmula I de acordo com qualquer
das reivindicacgdes 1 a 5, ou um seu tautdmero, ou um seu
sal farmaceuticamente aceitével, para utilizacao no

tratamento do corpo animal ou humano.

7. Utilizacdao de um composto de férmula I de
acordo com qualquer das reivindicag¢des anteriores, ou um
seu tautdémero, ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel,
para o fabrico de composig¢des farmacéuticas para utilizacgao

no tratamento de leucemia.
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8. Preparacao farmacéutica compreendendo um
composto de férmula I de acordo com qualquer das reivin-
dicagbées 1 a 5, ou um seu tautdmero, ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, e um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

9. Processo para a preparacgao de um composto de
férmula I de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 5,
ou de um seu tautdémero, ou de um seu sal farmaceuticamente
aceitédvel, caracterizado por para a sintese de um composto
de férmula I em que n é 1, Y; é O e 4, Ry, Ry, R3; e Ry, tém
os significados definidos para um composto de férmula I de

acordo com a reivindicacao 7, um composto hidroxilado de

férmula IV
M &

N, N
& o
HO

em que Z, Ri, Ry, e Rs tém os significados definidos para um
composto de férmula I de acordo com a reivindicacdo 7, é

eterificado com um composto halogenado de férmula V

Hal

m‘\ﬁ V)
\dﬁN

em que R; tem os significados definidos para um composto de
férmula I de acordo com a reivindicacdo 7 e Hal € halo-
géneo, ou

e, se desejado, apds a reacgao um composto de férmula I
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obtido é transformado num composto de férmula I diferente,
um sal de um composto de fdérmula I obtido é transformado no
composto livre ou num sal diferente, ou um composto livre
de férmula I obtido ¢é transformado num sal; e/ou uma
mistura obtida de isdémeros de compostos de férmula I &
separada nos isdmeros individuais;

em que para todas as reacgbes mencionadas ©0s grupos
funcionais dos materiais de partida que nao vado tomar parte
na reacgao estao, se necessdario, presentes em forma
protegida por grupos protectores prontamente removiveis, e

quaisquer grupos protectores sédo subsequentemente remo-

vidos.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2009
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