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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "COM-
POSTOS INIBIDORES DE CINASE, COMPOSICAO FARMACEUTI-
CA, PROCESSO PARA A PREPARAQAO E USOS DOS REFERI-
DOS COMPOSTOS OU DE UM PRO-FARMACO DE UM COMPOS-
TO".
[0001] Este pedido reivindica o beneficio do pedido de patente
provisério dos Estados Unidos numero 60/763.712 depositado no dia
31 de janeiro de 2006, o qual esta aqui incorporado em sua totalidade.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

1. Campo da Invencao

[0002] A presente invencao refere-se a inibidores de cinase, com-
posicOes farmacéuticas que contém os inibidores, e métodos para
preparar estes inibidores. Os inibidores de cinase desta invencéo séao
Uteis para o tratamento de inflamacdo, osteoartrite, artrite reumatdide,
cancer, doencas auto-imunes, e outras doencas mediadas por citoci-
na.

2. Descricao do estado da técnica

[0003] Vérias condi¢des inflamatérias crénicas e agudas foram as-
sociadas com a superproducéo de citocinas pré-inflamatorias. Tais ci-
tocinas incluem porém, ndo estdo limitadas a fator de necrose de tu-
mor alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 8 (IL-8) e in-
terleucina 6 (IL-6). Artrite reumatoide (RA) é uma doenca crbénica onde
TNF-a e IL-1B sé&o influenciados pelo inicio das doencas e pela pro-
gressao da destruicdo do 0sso e articulacado observada com esta con-
dicdo de debilitacdo. Os tratamentos terapéuticos recentemente apro-
vados para RA incluiram receptor de TNF-a soluvel (ENBREL®) e an-
tagonista de receptor de IL-1 (ANAKINRA®). Estes tratamentos funci-
onam blogueando-se a capacidade de suas respectivas citocinas de
ligarem-se aos seus receptores naturais. Métodos alternativos para

tratar doencas mediadas por citocina estao atualmente sob investiga-
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cdo. Um tal método envolve a inibicdo da série de reacdo de sinaliza-
cdo que regula a sintese e producéo de citocinas pré-inflamatorias, tal
como p38.

[0004] P38 (também conhecida como CSBP ou RK) é uma protei-
na cinase ativada por mitdgeno de serina/treonina (MAPK) que mos-
trou regular citocinas pro-inflamatorias. P38 MAPK foi identificada pri-
meiro como uma cinase que se torna tirosina fosforilada em mondcitos
de camundongo depois do tratamento com lipopolissacarideo (LPS).
Uma ligacdo entre p38 MAPK e a resposta de células a citocinas, fo-
ram primeiro estabelecidas por Saklatvala e outros, (Cell, 1994, 78:
1039-1049), as quais mostraram que a IL-1 ativa uma cascata de pro-
teina cinase que resulta na fosforilagdo da proteina de pequeno cho-
que térmico, Hsp27, provavelmente por proteina cinase 2 ativada por
proteina ativada por mitbgeno (MAPKAP cinase-2). A analise de se-
guéncias de peptideo derivadas a partir da cinase purificada, indicou
que foi relacionada a p38 MAPK ativada por LPS em mondcitos de
camundongo (Han, J., e outros, Science, 1994, 265:808-811). Ao
mesmo tempo foi mostrado que p38 MAPK foi ela prépria ativada por
uma cinase a montante com respeito a uma variedade de estresses
celulares, incluindo exposicédo a radiacdo UV e choque osmdtico, e a
identidade da cinase que diretamente fosforila Hsp27, foi confirmada
como MAPKAP cinase-2 (Rouse, J., e outros, Cell, 1994, 78:1027-
1037). Subsequentemente, foi mostrado que p38 MAPK foi o alvo mo-
lecular de uma série de compostos de piridinilimidazol que inibiram a
producédo de TNF a partir de monécitos humanos desafiados por LPL
(Lee, J., e outros, Nature, 372:739-746). Esta foi uma descoberta fun-
damental e conduziu ao desenvolvimento de varios inibidores seletivos
de p38 MAPK e a elucidacéo de seu papel na sinalizacdo da citocina.
[0005] Sabe-se agora que as multiplas formas de p38 MAPK (a, B,

v, 0), cada qual codificada por um gene separado, forma parte de uma
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cascata de cinase envolvida na resposta de células a uma variedade
de estimulos, incluindo estresse osmatico, luz UV e eventos mediados
por citocina. Estas quatro isoformas de p38, acredita-se regular os di-
ferentes aspectos de sinalizag&o intracelular. A ativacdo de p38 faz
parte de uma cascata de eventos de sinalizacdo que conduzem a sin-
tese e producéo de citocinas pro-inflamatérias tal como TNF-a. As fun-
¢cOes de P38 por substratos a jusante de fosforilagéo, que incluem ou-
tras cinases e fatores de transcricdo. Os agentes que inibem p38
MAPK mostraram bloquear a producdo de citocinas que incluem po-
rém ndo limitadas a, modelos in vitro e in vivo de TNF-a, IL-6, IL-8 e
IL-18 (Adams, J. L., e outros, Progress in Medicinal Chemistry, 2001,
38:1-60).

[0006] Abl (também conhecida como Ableson) é uma tirosina ci-
nase que € expressa em células hematopoéticas e é influenciada pela
progressao de varios tumores liquidos que incluem leucemia mieldide
cronica (CML) e leucemia linfoblastica aguda (ALL). A transformacéo é
um resultado de uma translocacdo cromossémica, conhecida como o
cromossomo Philadelphia. Isto conduz a uma quimera constitutivamen-
te ativada entre Ableson e a regido de aglomeracao de ponto de ruptu-
ra (BCR) -- a proteina Abl-BCR. GLEEVEC®, também conhecido como
Imatinib (Novartis) € um potente inibidor de Abl e é atualmente utiliza-
do para tratar os pacientes com CML (N. Engl. J. Med., 2001,
344:1031-1037). Este farmaco se tornou o padrdo de cuidado para es-
ta doenca mortal e também esta sendo observado em uma variedade
de outras fixacbes do cancer que incluem tumores estromais gastroin-
testinais (GIST).

[0007] Ha evidéncia que fibroblastos respondem a proteina de fa-
tor de crescimento TGF-3 estimulando-se as séries de reagéo de Abl e
conduz a mudancas morfologicas indicativas de fibrose; portanto, Abl

pode desempenhar um papel na patogénese de doencas fibroticas
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semelhantes a fibrose pulmonar idiopatica. Leof e outros, (J. Clin. In-
vista., 2004, 114(9) 1308-1316) demonstrou eficacia pré-clinica de
GLEEVEC® em um modelo mediado por bleomicina de fibrose pulmo-
nar em camundongos. GLEEVEC® esta sendo avaliado em pacientes
com fibrose pulmonar.

[0008] TEK (também conhecido como Tie-2) é outra tirosina cinase
receptora expressa apenas em ceélulas endoteliais que mostraram de-
sempenhar um papel na angiogenénese. A ligacdo do fator angiopoeti-
na-1 resulta na autofosforilacdo do dominio de cinase de TEK e resulta
em um processo de transducéo de sinal que parece mediar a interacao
de células endoteliais com células de sustentacdo periendoteliais, desse
modo facilitando a maturacdo de vasos sanglineos recentemente for-
mados. Por outro lado, o fator angiopoetina-2 parece antagonizar a
acéo de angiopoetina-1 em TEK e romper a angiogénese (Maisonpierre
e outros, Science, 1997, 277:55-60). Tie2 € supra-regulado em vasos
angiogénico de tumor (Trogan, E. Br. J. Cancer, 1998, 77:51-56) e h&a
evidéncia que pode desempenhar um papel sustentador em canceres
de hematopoéticos (L. Naldini e outros, Cancer Cell, 2005, 8:211-226;
Suda, T. e outros, Cell, 2004, 118:149-161). Além de seu possivel papel
em cancer, angiogenénese podem ter também implicacbes em doencas
como artrite reumatoide (RA), psoriase e na progressao de patologias
direcionadas a inflamacé&o. A formacao de pano, a legidao destrutiva res-
ponsavel pela progressao artritica, € direcionada em parte por formacao
de vaso sanguineo novo e um recente papel por Lin, C. e outros (Arthri-
tis and Rheumatism, 2005, 52(5):1585-1594) demonstra o papel patolo-
gico de Tie2 em um modelo de artrite induzido por colageno de camun-
dongo de RA. Portanto, a inibicdo de Tie2 pode fornecer um efeito be-
néfico contra doencas proliferativas e inflamatorias.

[0009] Vérias outras cinases foram influenciadas pela progresséo

de doencas proliferativas tal como cancer. Entre estas, humerosas pro-
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teinas membros da familia Src mostraram desempenhar um papel si-
milar como Src e podem fornecer séries de reacdo de sinalizacdo pa-
ralelas durante a proliferacdo celular descontrolada. Exemplos prima-
rios incluem as tirosina cinases Lyn, Fyn, Lck e Hck. Lin e Hck foram
influenciadas pela progresséo de leucemia linfoblastica aguda de célu-
la B(B-ALL), um cancer hematopoético de células B (Li, S. e outros Nat
Genet., 2004 36(5):453-461).

[00010] A familia Eph (sequéncia amplificada por hepatoma de pro-
ducéo de eritropoetina) de receptores de tirosina cinase liga-se a efri-
nas que conduzem a numerosos processos celulares. Ephs parecem
desempenhar um papel na modula¢cédo da adesao de célula de tumor e
motilidade e invasividade, e alguma evidéncia demonstra um papel
ativo de Ephs e efrinas em neovascularizacéo durante processos pato-
l6gicos. Os receptores de Eph A s@o superexpressos no pulmao, vas-
culatura de tumor gastrico e rim, e proteinas EphA2 ou A3 sollveis,
dominante-negativas, mostraram modular a angiogénese de tumor e
progressdo in vivo (Lackmann M. e outros, IUBMB Life, 2005,
57(6):421-31).

[00011] Os fatores de crescimento endotelial vascular e seus recepto-
res cognatos, por exemplo KDR (VEGFR2) e FLT1 (VEGFRRL1) sao re-
guladores fundamentais de angiogénese. O farmaco terapéutico de pro-
teina AVASTIN® tem mostrado promessas no cancer de colon e funcio-
nam atraves da seérie de reacdo de VEGFR. SUTENT/SU11248 (malato
de sunitinib) (Pfizer) é um potente inibidor de KDR e tam mostrado resul-
tados promissores contra GIST e carcinomas de célula renais.

[00012] Mondcitos de sangue periférico (PBMCs) tém mostrado ex-
pressar e segregar citocinas pro-inflamatérias quando estimulados
com lipopolissacarideo (LPS) in vitro. Inibidores de P38 eficazmente
bloqueiam este efeito quando PBMCs séo pré-tratados com tais com-

postos antes da estimulacdo com LPS (Lee, J.C., e outros, Int. J.
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Immunopharmacol., 1988, 10:835-843). A eficacia de inibidores de p38
em modelos de animal de doenca inflamatéria incitou uma investiga-
cao do(s) mecanismo(s) subjacente(s) que podem responder pelo efei-
to destes inibidores. O papel de p38 na resposta de células a IL-1 e
TNF, foi investigado em varios sistemas de células releventes a res-
posta inflamatéria utilizando-se um inibidor de piridinil imidazol: células
endoteliais e IL-8 (Hashimoto, S., e outros, J. Pharmacol. Exp. Ther.,
2001, 293:370-375), fibroblastos e IL-6/GM-CSF/PGE2 (Beyaert, R., e
outros, EMBO J., 1996, 15:1914-1923), neutrdéfilos e macrofagos de IL-
8 (Albanyan, E. A., e outros, Infect. Immun., 2000, 68:2053-2060) e IL-
1 (Caivano, M. e Cohen, P., J. Immunol., 2000, 164:3018-3025), e cé-
lulas do musculo liso e RANTES (Maruoka, S., e outros, Am. J. Respir.
Crit. Care Med., 1999, 161:659-668). Os efeitos destrutivos de muitos
estados de doenca, sdo causados pela superproducdo de citocinas
pré-inflamatodrias. A capacidade de inibidores de p38 para regular esta
superproducéo torna-os excelentes candidatos para agentes modifica-
dores de doenca.

[00013] Inibidores conhecidos de p38 MAPK sé&o ativos em uma va-
riedade de modelos de doenca amplamente reconhecidos. Inibidores
de p38 MAPK mostram efeitos positivos em varios modelos animais
padrdo de inflamacao, inclusive artrite induzida por colageno de rato
(Jackson, J.R., e outros, J. Pharmacol. Exp. Ther., 1998, 284:687-692);
artrite induzida por adjuvante de rato (Badger, A. M., e outros, Arthritis
Rheum., 2000, 43:175-183; Badger, A. M., e outros, J. Pharmacol.
Exp. Ther., (1996) 279:1453-1461); e edema de pata induzido por car-
ragenina no camundongo (Nishikori, T., e outros, Eur. J. Pharm., 2002,
451:327-333). As moléculas que bloqueiam a funcdo de p38 mostra-
ram ser eficazes na inibicdo da reabsor¢cdo 0ssea, inflamacgéo, e outras
patologias com base em inflamacao e imunes nestes modelos animais.

[00014] Desse modo, um inibidor de cinase seguro e eficaz fornece-
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ria um meio para tratar doencas debilitantes que podem ser reguladas
por modulacdo de uma ou mais cinases.

[00015] O pedido de patente internacional numero de publicacdo
WO 2004/078116 descreve certos compostos como inibidores de ci-
nase. Entre estes compostos, estao certos derivados de indazol substi-
tuidos por N1 que tém um substituinte na posicdo 5, que contém um
grupo pirazol-5-iluréia. Exemplos de tais compostos incluem os com-
postos dos Exemplos 94 e 138, nos quais o0 substituinte de N1 é res-
pectivamente um grupo metila e um grupo 2-hidroxi-2-metilpropila.
[00016] Constatou-se agora que compostos que tém propriedades
particularmente desejaveis podem ser obtidos selecionando-se o gru-
po alcool primario, -CH.CH>OH, como o substituinte de N1, e um subs-
tituinte particular na posicdo 5 que contém um grupo 3-terc-butil-1-p-
tolil-1H-pirazol-5-ila.

SUMARIO DA INVENCAO

[00017] Esta invencéo fornece compostos que inibem uma ou mais
cinases e eventos mediados por cinase, tal como a inibicdo de produ-
cao de citocina, angiogénese ou proliferacédo celular. Tais compostos
tém utilidade como agentes terapéuticos para doencas que podem ser
tratadas pela inibicdo de séries de reacao de sinalizacao de cinase.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[00018] Em um aspecto, a invencao fornece um composto tendo a

Foérmula I:
HTH \
N
1T
AN
N
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.
[00019] O composto também pode ser descrito pelo nome quimico
1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-(5-fltor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-
indazol-5-iloxi)benzil)uréia.
[00020] Foi constatado que o composto de formula | melhorou a po-
téncia contra certas cinases. Além disso, foi observado que a solubili-
dade do composto correspondente, no qual o substituinte de N1 é
substituido com um grupo éster de fosfato de férmula -CH>CH>OPO3H,
€ varias ordens de magnitude maiores do que aquela do composto de
férmula I. Desse modo, o composto de Férmula | possui uma Unica
posicao para criar pro-farmacos sollveis. Mais particularmente, como
demonstrado com os dados teste mais adiante, o composto de férmula
| tem constatado ser um inibidor significativamente mais potente de Abl
e Tie2 do que os compostos dos Exemplos 94 e 138 de WO
2004/078116. Além disso, os compostos dos Exemplos 94 e 138 de
WO 2004/078116 ndo possuem um grupo alcool primario que pode ser
derivado para proporcionar um pré-farmaco.
[00021] Além de composto de Férmula I, a invengdo também inclui
sais farmaceuticamente aceitaveis do composto, e solvatos do com-
posto e seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[00022] A expressdo “"farmaceuticamente aceitdvel" indica que a
substancia ou composi¢cao € compativel quimica e/ou toxicologicamen-
te com os outros ingredientes que compreendem uma formulacao,
e/ou o mamifero que é tratado com isto.
[00023] Um "solvato" refere-se a uma associacdo ou complexo de
uma ou mais moléculas de solvente e um composto da invencgao.
Exemplos de solventes que formam solvatos incluem, porém nao sao
limitados a, agua, isopropanol, etanol, metanol, DMSO, acetato de eti-
la, &cido acético e etanolamina. O termo "hidrato" refere-se ao comple-

X0 onde a molécula de solvente € agua.
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[00024] De acordo com outro aspecto, a presente invencéo fornece
0 uso de um composto de Formula | na fabricacdo de um medicamen-
to para o tratamento de uma condicdo mediada por cinase em um
mamifero.

[00025] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratar ou prevenir uma condicdo mediada por cinase, compreen-
dendo administrar um composto de Formula | em uma quantidade efi-
caz para tratar ou prevenir a referida condicdo mediada por cinase.
[00026] Também aqui fornecido, estdo os pro-farmacos do compos-
to de Formula 1.

[00027] Um "pré-farmaco" € um composto que pode ser convertido
sob condicdes fisiolégicas ou por solvolise para 0 composto especifi-
cado ou para um sal de tal composto.

[00028] O grupo hidroxi livre do composto desta invencéo, pode ser
derivado como um pré-farmaco convertendo-se o grupo hidroxi em um
grupo tal como, porém nédo limitado a, um grupo éster de fosfato, he-
missuccinato, dimetilaminoacetato ou fosforiloximetiloxicarbonila, como
esbocado em Advanced Drug Delivery Reviews, 1996, 19, 115. Os
pré-farmacos de carbamato de grupos hidréxi também estéo incluidos,
assim como estédo pro-farmacos de carbonato, ésteres de sulfonato e
ésteres de sulfato de grupos hidroxi. A derivagcdo de grupos hidroxi,
assim como éteres de (aciléxi)metila e (acildxi)etila, em que o grupo
acila pode ser um alquil éster opcionalmente substituido com grupos
incluindo, porém néo limitados a, éter, amina e funcionalidades de aci-
do carboxilico, ou onde o grupo acila € um éster de aminoacido como
descrito acima, também é abrangida. Os pro-farmacos deste tipo sdo
descritos em J. Med. Chem., 1996, 39, 10. Exemplos mais especificos
incluem substituicdo do atomo de hidrogénio do grupo alcool com um
grupo tal como (C:-Ce)alcanoiloximetila, 1-((Ci-Ce)alcanoiloxietil, 1-

metil-1-((C1-Ce)alcanoildxi)etila, (Ci-Cs)alcoxicarboniloximetila, N-(C:-
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Cs)alcoxicarbonilaminometila, succinoila, (C1-Cs)alcanoila, a-amino(Cs-
Cs)alcanoila, arilacila e a-aminoacila ou a-aminoacil-a-aminoacila, on-
de cada grupo a-aminoacila é selecionado independentemente a partir
dos L-aminoacidos de ocorréncia natural, P(O)(OH)2, -P(O)(O(Cs-
Ce)alquil)2 ou glicosila (o radical resultando da remog¢ao de um grupo
hidroxila da forma de hemiacetal de um carboidrato).

[00029] Portanto, de acordo com outro aspecto, a presente inven-
céo fornece o uso de um pro-farmaco de um composto de Formula |
na fabricagdo de um medicamento para o tratamento com um compos-
to de acordo com reivindicacédo 1 de uma condicdo mediada por cinase
em um mamifero. Em uma modalidade, o pro-farmaco é um pro-
farmaco de fosfato.

[00030] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratar ou prevenir uma condicdo mediada por cinase em um mami-
fero com um composto de Formula I, compreendendo administrar ao
mamifero um pro-farmaco de um composto de Férmula | em uma
guantidade eficaz para tratar prevenir a referida condicdo mediada por
cinase. Em uma modalidade, o proé-farmaco é um pro-farmaco de fos-
fato.

[00031] De acordo com outro aspecto, portanto, a presente inven-
¢édo fornece diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-
pirazol-5-il)ureido)-metil)-4-flior-fendxi)-1H-indazol-1-il)etila, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel deste.

[00032] Sem desejar estar ligado por teoria, acredita-se que o com-
posto de éster de fosfato funciona como um pro-farmaco para o alcool
primario correspondente.

[00033] Como descrito aqui, o éster de fosfato do composto de
Foérmula | foi constatado possuir solubilidade particularmente boa.
[00034] Um "sal farmaceuticamente aceitavel”, a menos que de ou-

tra maneira indicado, inclui sais que mantém a eficacia biologica da
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base ou acido livre correspondente do composto especificado e néo
sdo biologicamente ou de outra maneira indesejaveis. Um composto
da invencdo pode possuir um grupo suficientemente acido, um grupo
suficientemente basico, ou ambos os grupos funcionais, e consequen-
temente reagir com quaisquer de varios acidos ou bases inorganicas
ou organicas para formar um sal farmaceuticamente aceitavel. Exem-
plos de sais farmaceuticamente aceitaveis incluem aqueles sais prepa-
rados por reacdo dos compostos desta invencdo com um acido mine-
ral ou organico ou uma base inorganica, tais sais incluindo, porém nao
limitados a, sulfatos, pirossulfatos, bissulfatos, sulfitos, bissulfitos, fos-
fato, monoidrogenofosfatos, diidrogenofosfatos, metafosfatos, pirofos-
fatos, cloreto, brometos, iodetos, acetato, propionatos, decanoatos,
caprilatos, acrilatos, formatos, isobutiratos, caproatos, heptanoatos,
propiolatos, oxalatos, malonatos, succinatos, suberatos, sebacatos,
fumaratos, maleatos, butin-1,4-dioatos, hexina-1,6-dioatos, benzoatos,
clorobenzoatos, metilbenzoatos, dinitrobenzoatos, hidroxibenzoatos,
metoxibenzoatos, ftalatos, sulfonatos, xilenossulfonatos, fenilacetatos,
fenilpropionatos, fenilbutiratos, citratos, lactatos, y-hidroxibutiratos, gli-
colatos, tartaratos, metanossulfonatos, propanossulfonatos, naftaleno-
1-sulfonatos, naftaleno-2-sulfonatos e mandelatos. Como um Unico
composto desta inven¢do pode-se incluir mais de uma porcao acida ou
basica, os compostos desta invencdo podem incluir mono, di ou tris-
sais em um unico composto.

[00035] Se o composto inventivo € uma base, o sal farmaceutica-
mente aceitavel desejado pode ser preparado por qualquer método
adequado disponivel na técnica, por exemplo, por tratamento da base
livre com um composto acido, por exemplo, um acido inorganico tal
como acido acido cloridrico, acido bromidrico, acido sulfarico, acido
nitrico, acido fosférico e similares, ou com um acido organico, tal como

acido acético, acido maléico, acido sucinico, acido mandélico, acido
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fumarico, acido maldnico, acido piravico, acido oxalico, acido glicolico,
acido salicilico, um acido de piranosidila tal como acido glicurénico ou
acido galacturénico, um acido alfa-hidroxi tal como acido citrico ou aci-
do tartarico, um aminoécido tal como &cido aspartico ou acido glutami-
co, um acido aromatico tal como acido benzoéico ou acido cindmico, um
acido sulfénico tal como acido p-toluenossulfénico ou acido etanossul-
fonico ou similares.

[00036] Se o composto inventivo € um acido, o sal farmaceutica-
mente aceitavel desejado pode ser preparado por qualquer método
adequado, por exemplo, por tratamento do acido livre com uma base
inorganica ou organica. Exemplos de sais inorganicos adequados in-
cluem aqueles formados com metais alcalino-terrosos e de alcali tais
como litio, sédio, potassio, bario e calcio. Exemplos de sais de base
organicos adequados incluem, por exemplo, aménio, dibenzilamonio,
benzilamdnio, 2-hidroxietilamonio, bis(2-hidroxietil)amanio, feniletilben-
zilamina, dibenziletilenodiamina, e similares. Outros sais de porcdes
acidas podem incluir, por exemplo, aqueles sais formados com procai-
na, quinina e N-metilglicosamina, mais sais formados com aminoci-
dos basicos tais como glicina, ornitina, histidina, fenilglicina, lisina e
arginina.

[00037] Os compostos de Férmula | da mesma forma incluem ou-
tros sais de tais compostos que ndo sao necessariamente sais farma-
ceuticamente aceitaveis, e que podem ser Uteis como intermediarios
para preparar e/ou purificar compostos de Formula | e/ou para separar
enantidomeros de compostos de Férmula I.

[00038] Esta invencdo da mesma forma abrange compostos isoto-
picamente rotulados desta invencdo que sdo idénticos aqueles relaci-
onados aqui, a ndo ser pelo fato que um ou mais atomos sao substitu-
idos por um atomo que tem uma massa atbmica ou numero de massa

diferente da massa atbmica ou niumero de massa normalmente encon-
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trado na natureza. Compostos isotopicamente rotulados desta inven-
cdo podem geralmente ser preparados seguindo procedimentos ana-
logos aqueles descritos nos Esquemas e/ou nos Exemplos aqui abai-
X0, substituindo-se um reagente isotopicamente rotulado para um rea-
gente nao isotopicamente rotulado.

SINTESE DE COMPOSTOS DA INVENCAO

[00039] Os compostos desta invencao podem ser preparados por

rotinas sintéticas que incluem processos analogos aqueles conhecidos
nas técnicas quimicas, ou como descrito no pedido de patente interna-
cional, numero de publicacdo WO 2004/078116, particularmente le-
vando em conta a descricdo contida aqui. Os materiais de partida es-
tdo geralmente disponiveis de fontes comerciais tais como Aldrich
Chemicals (Milwaukee, WI) ou sdo facilmente preparados utilizando-se
métodos bem-conhecidos por aqueles versados na técnica (por exem-
plo, preparados por métodos generalmente descritos em Louis F. Fie-
ser e Mary Fieser, Reagents for Organic Synthesis, v. 1-19, Wiley, N.Y.
(1967-1999 ed.), ou Beilsteins Handbuch der organischen Chemie, 4,
Aufl. ed. Springer-Verlag, Berlim, incluindo suplementos (da mesma
forma disponiveis por meio da base de dados online de Beilstein).
[00040] De acordo com outro aspecto, a presente invencao fornece
um processo para a preparacao de um composto de Férmula | ou um
sal farmaceuticamente aceitavel deste, que compreende,:

(a) acoplar um composto de formula Il
F

NH,

z
z’ \g
0

opt
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ou um sal deste, em que P! representa um atomo de hidro-
génio ou uma grupo protetor de hidroxila, com um composto de férmu-

la 1

Y 1%
1

em que Z representa um grupo de saida, ou 0 isocianato
correspondente; ou

(b) reduzir um composto de férmula IV

N
’ o Kgr
N/
\

Vv
em que R°® representa um atomo de hidrogénio ou um resi-
duo de um alcool;
seguido por remocao de qualquer grupo protetor e, se desejado, por
formacao de um sal farmaceuticamente aceitavel.
[00041] Exemplos de grupos protetores de hidroxila convenientes

representados por P! incluem hemicetais ciclicos, tal como tetraidro-
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2H-piran-2-ila.

[00042] O grupo de saida representado por Z pode ser, por exem-
plo, um grupo hidrocarbildxi substituido ou ndo substituido, por exem-
plo, um grupo halo(1-6C)alcéxi, tal como 2,2,2-tricloroetoxi, um grupo
alqueniloxi tal como CH>=C(CHz)O-, ou um grupo ariloxi opcionalmente
substituido, por exemplo, com um ou mais grupos selecionados a par-
tir de F, CI, Br, e NO2. Valores particulares para um grupo ariloxi opci-
onalmente substituido incluem fenoxi, 4-clorofendxi, 4-bromofenodxi, 4-
fluorofendxi, 4-nitrofendxi, e 2-nitrofendéxi. Em uma modalidade particu-
lar, Z é fenoxi.

[00043] Foi constatado que o composto IV pode ser isolado vanta-
josamente em bom rendimento e pureza alta sem uma etapa de cro-
matografia quando Z do composto Il for um grupo ariléxi opcionalmen-
te substituido, tal como um grupo fenéxi.

[00044] O acoplamento de um composto de formula (II) com um
composto de férmula (11l) quando Z for um grupo fendxi opcionalmente
substituido pode ser convenientemente realizado em uma temperatura
entre 0 e 100 °C, e mais particularmente em temperatura ambiente.
Solventes convenientes incluem solventes aproéticos tais como éteres
(por exemplo, tetraidrofurano ou p-dioxano), DMF, DMSO, ou acetoni-
trila. A reacdo de acoplamento € realizada convenientemente na pre-
senca de uma base tal como uma amina terciaria (por exemplo, trieti-
lamina ou DMA).

[00045] Valores particulares de R® quando representados por um
residuo de um alcool incluem grupos (1-6C)alcoxi, tal como etoxi.
[00046] Acredita-se que os compostos das formulas (1) e (IV) sejam
novos e fornecidos como outros aspectos da invencao.

[00047] Acredita-se que os compostos de férmula (lll) quando Z é
representado por um grupo ariloxi opcionalmente substituido sejam

também novos e fornecidos como aspectos adicionais da invencéao.

Petica0 870200028116, de 02/03/2020, pag. 17/98



16/81

[00048] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um proces-
SO para preparar um pro-farmaco de fosfato do composto de Férmula I,
isto €&, diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-
5-il)ureido)metil)-4-fluorofenoxi)-1H-indazol-1-il)etila, ou um sal farma-
ceuticamente aceitavel deste que compreende a fosforilagdo de 1-(3-
terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-(5-fldor-2-(1-(2-hidroxietil) -1H-
indazol-5-iloxi)benzil)uréia, ou um sal deste.

[00049] A fosforilagdo consequentemente € realizada reagindo-se o
alcool com uma dialquil ou diaril dialquilfosfinamidita, tal como di-terc-
butil diisopropilfosfinamidita ou difenil diisopropilfosfinamidita, seguido
por remocéo dos grupos alquila ou arila no produto de fosfato por hi-
drdlise ou hidrogenacéo catalitica.

[00050] Para propdsitos ilustrativos, Esquemas 1 e 2 e os Exemplos
ilustram métodos para preparar os compostos desta invencdo bem
como intermediarios fundamentais. Aqueles versados na técnica apre-
ciardo que outras rotinas sintéticas podem ser utilizadas para sintetizar
0S compostos inventivos. Embora materiais de partida especificos e
reagentes sejam descritos nos Esquemas e discutidos abaixo, outros
materiais de partida e reagentes podem ser facilmente substituidos
para fornecer uma variedade de derivados e/ou condi¢cdes de reacao.
Além disso, muitos compostos preparados pelos métodos descritos
abaixo podem ser também modificados levando em conta esta desctri-
¢céo utilizando a quimica convencional bem-conhecida por aqueles

versados na técnica.
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[00051] A reducédo de nitrila de composto 77 como mostrado em 2
requer concentragdes altas de acido (por exemplo, HCI ou acido aceéti-
co) para minimizar a formacédo de dimero. Entretanto, concentracdes
mais altas de acido podem da mesma forma causar hidrélise de algum
dos compostos de éster 78 ao acido correspondente. Esquema 3 ilus-
tra um processo melhorado para a preparacao do composto de Formu-

la I, que reduz a formacé&o do dimero e impurezas de acido.
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Esquema 3

[00052] Esquema 3 ilustra um método de reduzir o grupo éster do
composto 77 ao alcool correspondente antes da reducdo do grupo ni-
trila para fornecer composto 79A livre de impurezas acidas e com for-
macao minima de impurezas de dimero.

[00053] Mais especificamente, o composto 77 pode ser reduzido em
um aspecto em etapas, em que o grupo éster € reduzido com boroi-
dreto de sddio em um solvente adequado para fornecer o composto de
alcool correspondente 78A. O grupo nitrila do composto 78A €, em se-
guida, reduzido sob condicGes de hidrogenacdo catalitica padrdo ou
utilizando-se boreto de niquel em um solvente organico adequado para
fornecer o composto metil amina correspondente 79A.

[00054] A rotina mostrada no Esquema 3 ofertas varias vantagens
sobre as rotinas mostradas no Esquema 2 para a formacéo do com-
posto de Férmula I. Utilizando-se as rotinas mostradas no Esquema 3,

a reducao do grupo nitrila pode ser realizada com concentracdes mais
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altas de HCI, que vantajosamente diminui a quantidade de impureza
de dimero que forma-se. Além disso, a rotina mostrada no Esquema 3
evita o0 uso de boroidreto de sédio na etapa final, desse modo evitando
as etapas de purificacéo adicional para remover as impurezas de boro
residuais a partir do produto final. Portanto, incluindo-se a etapa de
reducdo de boroidreto de sodio mais cedo na sequéncia de reacao,
boro residual pode ser removido facilmente durante as etapas de se-
gUéncia intermediarias. Além disso, o acoplamento do composto ami-
no alcool 79A com o composto 69A pode ser realizado em temperatu-
ras mais baixas, desse modo, melhorando a pureza do produto 72.
Adequadamente, a rotina mostrada no Esquema 3 permite o proces-
samento melhorado para a sintese do composto de Formula |, e por
conseguinte fornece uma rotina sintética eficiente para a producéo do
composto de Férmula | que é mais amena ou adequada para fabrica-
cao em grande escala.

[00055] Conseqguentemente, da mesma forma fornecido é um pro-
cesso para preparar um composto de formula (II), compreendendo:

(i) reduzir um composto de formula (V)
F

CN
y o]
N,
N

OP?
V)
em que P? representa hidrogénio ou um grupo protetor hi-
droxila, sob condi¢cdes de hidrogenacédo cataliticas ou na presenca de
boreto de niquel.
[00056] Referindo-se a etapa (i), catalisadores de hidrogenacéo

incluem qualquer catalisador de paladio adequado, tal como Pd(OH)2
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ou paladio suportado em carbono. A hidrogenacédo ocorre sob condi-
¢cOes acidas (tal como pela adicdo de um acido, por exemplo HCI ou
acido acético) ou com a adicdo de amonio. A hidrogenacéo catalitica
pode ser realizada em qualquer sistema de solvente adequado tal
como um alcool (por exemplo, metanol, etanol, isopropanol), éster
(por exemplo, acetato de etila) ou éter (por exemplo, THF). Solventes
mistos, por exemplo, alcool e THF, sdo da mesma forma adequados
para a etapa de hidrogenacado. Pressédo de hidrogénio pode estar na
faixa entre 1,76 kg/cm? a 7,03 kg/cm (25 a 100 psi), por exemplo,
2,81 kg/cm? (40 psi) A reducdo é realizada tipicamente em uma tem-
peratura entre 20 - 100 °C.

[00057] Referindo-se a etapa (i), o boreto de niquel pode ser prepa-
rado in situ a partir de um sal de metal de transicao, preferivelmente
um sal de Ni(ll), e boroidreto de sodio. Em uma modalidade preferida,
0 boreto de niquel é preparado a partir de cloreto de niquel (Il) e boroi-
dreto de sédio. A reacao é realizada convenientemente em um solven-
te adequado tal como um alcool (por exemplo, metanol, etanol, isopro-
panol). A reducdo é realizada tipicamente em temperatura ambiente.
[00058] Um composto de formula (V) pode ser preparado reduzin-

do-se um composto de formula (VI)

CN

(V1)
em que P2 é como definido para P2, utilizando-se quaisquer
condi¢cOes de reducao de éster convenientes (por exemplo, boroidreto

de sddio), em um solvente adequado tal como um &alcool (por exemplo,
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metanol, etanol, isopropanol).

[00059] Na preparacédo de compostos desta invencéo, a protecao
de funcionalidades remotas (por exemplo, aminas primarias ou secun-
darias, alcoois, etc.) de intermediarios pode ser necessaria. A necessi-
dade para tal protecéo variara dependendo da natureza da funcionali-
dade remota e das condicbes dos métodos de preparacdo. Por exem-
plo, grupos protetores amino adequados (NH-Pg) incluem acetila, tri-
fluoroacetila, t-butoxicarbonila (BOC), benziloxicarbonila (CBz) e 9-
fluorenilmetilenooxicarbonila (Fmoc). Grupos protetores hidroxila con-
venientes incluem tetraidro-2H-piran-2-ila, benzila, trialquilsilila e ace-
tal. A necessidade para tal protecdo é facilmente determinada por al-
guém versado na técnica. Para uma descricdo geral de grupos proteto-
res e seu uso, veja T. W. Greene, Protective Groups in Organic
Synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1991.

METODOS DE TRATAMENTO

[00060] Os compostos da invencéao podem ser utilizados para tratar

doencas mediadas por modulacdo ou regulacdo de proteina cinases.
Adequadamente, outro aspecto da invencéo fornece métodos de tratar
ou prevenir doencgas ou condicdes descritas aqui por administracéo a
um mamifero, tal como um ser humano, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de um composto desta invencdo ou solvato, metabdlito,
ou sal farmaceuticamente aceitavel deste, em uma quantidade eficaz
para tratar ou prevenir o referido disturbio. Em uma modalidade, o me-
todo compreende administrar a um mamifero um composto desta in-
vencdo em uma quantidade eficaz para inibir uma ou mais cinases.

[00061] Uma "quantidade eficaz" refere-se a uma quantidade de
composto que, quando administrada a um mamifero em necessidade
de tal tratamento, € suficiente para realizar o tratamento para uma do-
enca mediada pela atividade de uma ou mais proteina cinases, tal co-

mo p38 MAPK, e os eventos mediados por cinase associados tal como
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producédo de citocina. Por exemplo, uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um composto desta invencdo ou um sal, metabdlito ativo
deste, é uma quantidade suficiente para modular, regular, ou inibir a
atividade de uma ou mais proteina cinases tal que uma condi¢cdo de
doenca que é mediada por essa atividade é reduzida ou aliviada.
[00062] “Tratando" é pretendido significar pelo menos a mitigacao
de uma condicdo de doenca em um mamifero, tal como um ser huma-
no, que é afetado, pelo menos em parte, pela atividade de um ou mais
proteina cinases. Os termos "tratar" e "tratamento” refere-se ao trata-
mento terapéutico e medidas profilaticas ou preventivas, em que o ob-
jetivo é prevenir ou reduzir (diminuir) um distarbio ou mudanca fisiol6-
gica indesejada. Para propdsitos desta invencao, resultados benéficos
ou clinicos desejados incluem, porém nao sédo limitados ao alivio de
sintomas, diminuicdo da extensdo da doenca, estado estabilizado (isto
€, ndo piorando) de doenca, retardo ou reducédo do progressao de do-
enca, melhora ou mitigacdo do estado de doenca, e remissdo (seja
parcial ou total), seja detectavel ou ndo detectavel. "Tratamento" pode
da mesma forma significar sobrevivéncia quando comparado a sobre-
vivéncia esperada se ndo recebendo tratamento. Aqueles em necessi-
dade de tratamento incluem aqueles jA com a condicdo ou distarbio
bem como aqueles propensos a ter a condicao ou disturbio ou aqueles
em que a condicéo ou disturbio deve ser prevenido.

[00063] A quantidade de um composto desta invencéo administrada
a um mamifero variard dependendo de fatores tais como o composto
particular, condicdo de doenca e sua gravidade, a identidade (por
exemplo, peso) do mamifero em necessidade de tratamento, porém
pode, todavia, ser rotineiramente determinada por alguém versado na
técnica.

[00064] Quando utilizado aqui, o termo "mamifero” refere-se a um

animal homeotérmico que tem ou esta em risco de contrair uma doen-
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ca descrita aqui e inclui, porém néo esta limitado a, cobaias, cachor-
ros, gatos, ratos, camundongos, hamsters e primatas, incluindo huma-
nos.

[00065] Em um aspecto desta invengao, os compostos desta inven-
cao ou sais farmacéuticos destes podem ser formulados em composi-
cOes farmacéuticas para administracdo em animais ou seres humanos
para tratar ou prevenir uma condicdo mediada por cinase. O termo
"condicdo mediada por cinase" quando utilizado aqui significa qualquer
doenca ou outra condicdo danosa em que p38 € conhecido por de-
sempenhar um papel, e inclui condigcdes que sdo conhecidas por ser
causadas por superproducao de IL-1, TNF, IL-6 ou IL-8. Tais condi-
cOes incluem, porém nédo séo limitadas a, doencas inflamatorias, do-
encas auto-imunes, disturbios 6sseos destrutivos, distarbios proliferati-
vos, doencas infecciosas, doenca viral, doenca fibrética e doencas
neurodegenerativas.

[00066] Doencas inflamatdrias que podem ser tratadas ou preveni-
das incluem, porém néo sao limitadas a, pancreatite aguda, pancrea-
tite crbnica, asma, alergias, e sindrome da angustia respiratoria de
adulto.

[00067] Doencas auto-imunes que podem ser tratadas ou preveni-
das incluem, porém nédo séo limitadas a, glomeralonefrite, artrite reu-
matoide, lUpus eritematoso sistémico, escleroderma, tireoidite crénica,
doenca de Grave, gastrite auto-imune, diabetes melito insulino-
dependente (Tipo 1), anemia hemolitica auto-imune, neutropenia auto-
imune, trombocitopenia, dermatite atdpica, hepatite ativa crénica, mi-
astenia grave, esclerose multipla, doenca inflamatoria do intestino, co-
lite ulcerativa, doenca de Crohn, psoriase, ou doenca do enxerto vs.
hospedeiro.

[00068] Distarbios 6sseos destrutivos que podem ser tratados ou

prevenidos incluem, porém nao séo limitados a, osteoporose, osteoar-
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trite e disturbio 6sseo relacionado ao mieloma multiplo.

[00069] Doencas fibroticas que podem ser tratadas ou prevenidas
incluem, porém néo sao limitadas a, fibrose pulmonar idiopatica, rim e
fibrose de figado.

[00070] Doencas proliferativas que podem ser tratadas ou preveni-
das incluem, porém néo séo limitadas a, leucemia mielogenosa aguda,
leucemia mielogenosa crénica, melanoma metastatico, sarcoma de
Kaposi, sindrome mielodisplastica, mieloma multiplo, astrocitoma, can-
cer 0sseo, cancer cerebral, caAncer de mama, cancer colorretal, cancer
gastrico, glioma, glioblastoma, multiforme, cancer de cabeca e pesco-
¢o, cancer hematoldgico, disturbios de hematopoiese, doencas pulmo-
nares intersticiais, sarcoma de kaposi, leucemia linfocitica, melanoma,
leucemia mieldide, cancer de pulmao de célula ndo pequena, cancer
ovariano, cancer prostatico, sarcoma, cancer de pele, cancer de pul-
mao de célula pequena, e cancer de estbmago. Outros pacientes que
podem ser tratados incluem aqueles que submetem-se a transplante
de medula 6ssea.

[00071] Doencas infecciosas que podem ser tratadas ou prevenidas
incluem, porém nao séo limitadas a, sepse, choque séptico e Shigello-
Sis.

[00072] Doencgas virais que podem ser tratadas ou prevenidas in-
cluem, porém néo séo limitadas a, infeccdo por hepatite aguda (inclu-
indo hepatite A, hepatite B e hepatite C), infeccédo por HIV e retinite por
CMV.

[00073] Condicdes degenerativas ou doencas que podem ser trata-
das ou prevenidas pelos compostos desta invencdo incluem, porém
nao séo limitadas a, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, isquemia
cerebral e outras doencgas neurodegenerativas.

[00074] O termo "condicdes mediadas por cinase" inclui isque-

mia/reperfusdo em acidente vascular cerebral, ataques cardiacos, is-
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guemia miocardica, hipoxia de 6rgao, hiperplasia vascular, hipertrofia
cardiaco e agregacao de plaguetas induzida por trombina.

[00075] Além disso, os inibidores de cinase desta invencdo sédo da
mesma forma (teis para inibir a expressdao de proteinas pro-
inflamatorias induziveis tal como prostaglandina endoperéxido sintase-
2 (PGHS-2), da mesma forma como ciclooxigenase-2 (COX-2). Portan-
to, outras "condicbes mediada por cinases" incluem, porém ndo sao
limitados a, edema, analgesia, febre e dor, tal como dor neuromuscu-
lar, dor de cabeca, dor do cancer, dor dental e dor de artrite.

[00076] As condicdes e doencas que podem ser tratadas ou preve-
nidas pelos inibidores de cinase desta invencdo podem da mesma
forma ser convenientemente agrupadas pela citocina (por exemplo, IL-
1, TNF, IL-6, IL-8) que acredita-se ser responsavel pela doenca.
[00077] Desse modo, uma condicdo ou doenca mediada por IL-1
inclui artrite reumatdide, osteoartrite, acidente vascular cerebral, en-
dotoxemia e/ou sindrome de choque toxico, reacéo inflamatoria indu-
zida por endotoxina, doenca inflamatoria do intestino, tuberculose, ate-
rosclerose, degeneracdo muscular, caquexia, artrite psoriatica, sin-
drome de Reiter, gota, artrite traumatica, artrite na rubéola, sinovite
aguda, diabetes, doenca de célula B pancreatica e mal de Alzheimer.
[00078] Condi¢cbes ou doencas mediadas por TNF incluem, porém
nao sao limitadas a, artrite reumatoide, espondilite reumatéide, osteo-
artrite, artrite gotosa e outras condi¢cdes artriticas, sepse, choque sép-
tico, choque endotdxico, sepse gram-negativa, sindrome de choque
toxico, sindrome da angustia respiratoria de adulto, malaria cerebral,
doenca inflamatéria pulmonar crénica, silicose, sarcoidose pulmonar,
doencas de reabsorcédo 0ssea, lesdo de reperfusdo, reacdo de enxerto
vs. hospedeiro, rejeicdes ao aloenxerto, febre e mialgias devido a in-
feccdo, caquexia secundaria a infeccdo, AIDS, ARC ou malignidade,

formacdo de quelbide, formacdo do tecido de cicatriz, doenca de
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Crohn, colite ulcerativa ou pirese. Doencas mediadas por TNF da
mesma forma incluem infecc¢bes virais, tal como HIV, CMV, gripe e
herpes; e infec¢des virais veterinarias, tais como infeccdes por lentivi-
rus, incluindo, porém néo limitadas ao virus da anemia infecciosa
equina, virus da artrite caprina, virus visna ou virus maedi; ou infec-
cOes por retrovirus, incluindo virus da imunodeficiéncia felina, virus da
imunodeficiéncia bovina, ou virus da imunodeficiéncia canina.

[00079] Condicdes ou doencas mediadas por IL-8 incluem, porém
nao sao limitadas a, doencas caracterizadas por infiltracdo macica de
de neutréfilos, tais como psoriase, doenca inflamatéria do intestino,
asma, lesdo de reperfusdo cardiaca e renal, sindrome da angustia
respiratéria de adulto, trombose e glomerulonefrite.

[00080] Além disso, os compostos desta infeccdo podem ser utili-
zados topicamente para tratar ou prevenir condicbes causadas ou
exacerbadas por IL-1 ou TNF. Tais condi¢des incluem, porém néao sao
limitadas &, articulagdes inflamadas, eczema, psoriase, condicbes de
pele inflamatdrias tal como queimadura de sol, condicdes oculares in-
flamatdrias tal como conjuntivite, pirese, dor e outras condi¢cdes asso-
ciadas com inflamacéao.

[00081] Embora os compostos desta invencao sejam principalmente
de valor como agentes terapéuticos para uso dentro animais homeo-
térmicos (incluindo seres humanos), eles sdo da mesma forma uteis
sempre que for requerido para inibir os efeitos de citocinas. Desse
modo, eles sdo Uteis como padrbes farmacoldgicos para uso no de-
senvolvimento de novos testes biologicos e na procura quanto a novos
agentes farmacoldgicos.

[00082] O tamanho da dose para propdésitos terapéuticos ou profila-
ticos de um composto desta invencao variara naturalmente de acordo
com a natureza e gravidade das condicfes, a idade e sexo do animal

ou paciente e a rotina de administracdo, de acordo com principios
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bem-conhecidos de medicina.

[00083] Outro aspecto desta invengao fornece um composto desta
invencdo para uso como um medicamento no tratamento das doencas
ou condi¢cdes descritas aqui em um mamifero, por exemplo, um ser
humano, sofrendo de tal doenca ou condicdo. Da mesma forma forne-
cido é o uso de um composto desta invencdo na preparacdo de um
medicamento para o tratamento das doencas e condicdes descritas
aqui em um animal homeotérmico, tal como um mamifero, por exem-
plo, um ser humano, sofrendo de tal disturbio.

TERAPIA DE COMBINACAO

[00084] Os compostos desta invencdo podem ser utilizados em

combinacdo com outros farmacos e terapias utilizadas no tratamento
de estados de doenca que beneficiariam-se da inibicdo de cinases e
as citocinas associadas, tal como IL-1, TNF, IL-6 ou IL-8. A dose do
segundo farmaco pode ser selecionada adequadamente com base em
uma dose clinicamente empregada. A propor¢gdo do composto desta
invencdo e o segundo farmaco pode ser determinada adequadamente
de acordo com o individuo de administracdo, a rotina de administra-
cdo, a doenca-alvo, a condicao clinica, a combinacado e outros fatores.
Em casos onde o individuo de administracdo € um ser humano, por
exemplo, o segundo farmaco pode ser utilizado em uma quantidade de
0,01 a 100 partes em peso por parte em peso do composto desta in-
vencao.

[00085] O segundo farmaco da formulacdo de combinacdo farma-
céutica ou regime de dosagem tem, por exemplo, atividades comple-
mentares para o0 composto desta invencao tal que eles ndo afetam ad-
versamente um ao outro. Tais farmacos estdo apropriadamente pre-
sentes em combinacdo em quantidades que séo eficazes para o pro-
posito pretendido. Conseglentemente, outro aspecto desta invencao

fornece uma composicdo que compreende um composto desta inven-
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cdo em combinacdo com um segundo farmaco, tal como descrito aqui.
[00086] O composto desta invencdo e o(s) farmaco(s) farmaceuti-
camente ativo(s) adicional(ais) pode ser administrado junto em uma
composicdo farmacéutica unitaria ou separadamente e, quando admi-
nistrado separadamente isto pode ocorrer simultaneamente ou se-
guencialmente em qualquer ordem. Tal administracdo sequencial pode
ser em tempo proximo ou em tempo remoto. As quantidades do com-
posto desta invencédo e do(s) segundo(s) farmaco(s) e das distribui-
cOes relativas de administracéo seréo selecionadas para obter o efeito
terapéutico combinado desejado.

[00087] A terapia de combinagcao pode fornecer "sinergia" e revelar
ser "sinergistico", isto €, o efeito obtido quando os ingredientes ativos
utilizados juntos s&o maiores do que a soma dos efeitos que resulta da
utilizacdo dos compostos separadamente. Um efeito sinergistico pode
ser atingido quando um composto desta invencao e o segundo farma-
co forem: (1) co-formulados ou administrados ou liberados simultane-
amente em uma formulacdo de dosagem unitaria, combinada; (2) libe-
rados por alternacédo ou em paralelo como formulagcbes separadas; ou
(3) por algum outro regime. Quando liberados em terapia de alterna-
cdo, um efeito sinergistico pode ser atingido quando um composto
desta invencao e o segundo farmaco sdo administrados ou liberados
seqguencialmente, por exemplo, por inje¢cdes diferentes em seringas
separadas. Por exemplo, durante a terapia de alternacédo, uma dosa-
gem eficaz de cada ingrediente ativo pode ser administrada seqtienci-
almente, isto é, serialmente, visto que na terapia de combinacéo, do-
sagens eficazes de dois ou mais ingredientes ativos sdo administradas
juntas.

[00088] Por exemplo, em virtude de sua capacidade de inibir citoci-
nas, os compostos desta invencao sao de valor no tratamento de cer-

tas doencas inflamatorias e nao inflamatorias que séo tratadas atual-
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mente com um farmaco antiinflamatorio ndo esteroide inibidor de ci-
clooxigenase (NSAID) tal como cetorolaco de indometacina, acido ace-
tilsalicilico, ibuprofeno, sulindaco, tolmetina e piroxicam. A co-
administracdo de um composto desta invengdo com um NSAID pode
resultar em uma reducdo da quantidade do Ultimo agente necessario
para produzir um efeito terapéutico, e desse modo a probabilidade de
efeitos colaterais adversos do NSAID tais como efeitos gastrointesti-
nais sao reduzidos. Desse modo, de acordo em uma outra caracteristi-
ca da invencéo, é fornecido uma composicao farmacéutica que com-
preende um composto desta invengcao, ou um sal farmaceuticamente
aceitvel destes, em conjuncdo ou mistura com um agente antiinflama-
tério ndo esteroide inibidor de ciclooxigenase, e um veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitavel.

[00089] Os compostos desta invencado podem ser utilizados no tra-
tamento de condi¢cdes tal como artrite reumatéide em combinacédo com
agentes antiartriticos tais como ouro, metotrexato, esteroides e penici-
linamina, e em condi¢cOes tal como osteoartrite em combinacdo com
esterodides.

[00090] Os compostos desta invencédo podem ser utilizados no tra-
tamento de doencas degradativas, por exemplo, osteoartrite, em com-
binacdo com agentes condroprotetores, anti-degradativos e/ou repara-
dores tal como Diacerhein, formulacfes de acido hialurdnico tais como
Hyalan, Rumalon, Arteparon e sais de glicosamina tal como Antril.
[00091] Os compostos desta invencdo podem da mesma forma ser
utilizados no tratamento de asma em combinagdo com agentes anti-
asmaticos tais como broncodilatadores e antagonistas de leucotrieno.
ADMINISTRACAO DE COMPOSTOS DA INVENCAO

[00092] Os compostos da invencdo podem ser administrados por

gualquer rotina apropriada para a condicao a ser tratada. Rotinas ade-

guadas incluem oral, parenteral (incluindo subcutanea, intramuscular,
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intravenosa, intra-arterial, intradérmica, intratecal e epidural), trans-
dérmica, retal, nasal, tépica (incluindo bucal e sublingual), vaginal, in-
traperitoneal, intrapulmonar e intranasal. Sera evidenciado que a rotina
utilizada pode variar com, por exemplo, a condi¢do do recipiente. Onde
0 composto € administrado oralmente, ele pode ser formulado como
uma pilula, capsula, comprimido, etc. com um excipiente ou veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Onde o composto € administrado paren-
teralmente, ele pode ser formulado com um veiculo parenteral farma-
ceuticamente aceitavel e em uma forma injetavel de dosagem unitaria,
como detalhado abaixo.

FORMULACOES FARMACEUTICAS

[00093] Para utilizar um composto desta invencao para o tratamen-

to terapéutico (incluindo tratamento profilatico) de mamiferos incluindo
seres humanos, € normalmente formulado de acordo com a pratica
farmacéutica padrdo como uma composicao farmacéutica. De acordo
com este aspecto da invencgdo, € fornecido uma composicdo farma-
céutica compreendendo um composto desta invencdo em associagao
com um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

[00094] As composi¢des farmacéuticas da invencdo sdo formula-
das, dosadas e administradas de uma maneira, isto €, quantidades,
concentracdes, horarios, curso, veiculos e rotina de administracao,
consistente com boa pratica médica. Fatores para consideracdo neste
contexto incluem o distarbio particular a ser tratado, o mamifero parti-
cular a ser tratado, a condicdo clinica do paciente individual, a causa
do distarbio, o sitio de liberacdo do agente, o método de administra-
cdo, o horario de administracéo, e outros fatores conhecidos pelo mé-
dico especializado. A quantidade terapeuticamente eficaz do composto
a ser administrado sera governada por tais consideracoes, e € a quan-
tidade minima necesséria para prevenir, melhorar, ou tratar o disturbio.

O composto desta invencdo é tipicamente formulado em formas de
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dosagem farmacéuticas para fornecer uma dosagem facilmente con-
trolavel do farmaco e habilitar a concordancia do paciente com o regi-
me prescrito.

[00095] A composicdo para uso aqui € preferivelmente estéril. Em
particular, formulacfes a ser utilizadas para administracdo in vivo de-
vem ser estéreis. Tal esterilizac&o é facilmente realizada, por exemplo,
por filtracdo através de membranas de filtracdo estéreis. O composto
ordinariamente pode ser armazenado como uma composi¢cdo solida,
uma formulacéo liofilizada ou como uma solugao aquosa.

[00096] Formulagbes farmacéuticas dos compostos desta invengao
podem ser preparadas para varias rotinas e tipos de administracao.
Por exemplo, um composto desta invencao tendo o grau desejado de
pureza pode opcionalmente ser misturado com diluentes, veiculos, ex-
cipientes ou estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis (Reming-
ton’s Pharmaceutical Science (1980) 162 edicdo, Osol, A. Ed.), na for-
ma de uma formulacdo liofilizada, um pé moido, ou uma solucao
aquosa. Formulacao pode ser conduzida misturando-se em temperatu-
ra ambiente ao pH apropriado, e ao grau desejado de pureza, com ve-
iculos fisiologicamente aceitaveis, isto €, veiculos que sdo nao toxicos
em recipientes nas dosagens e concentracbes empregadas. O pH da
formulacéo depende principalmente do uso particular e da concentra-
cdo de composto, porém, pode variar, por exemplo, de cerca de 3 a
cerca de 8. Formulagdo em um tampao de acetato em pH 5 é uma
modalidade adequada. As formulagcdes podem ser preparadas utili-
zando-se procedimentos de mistura e dissolugdo convencionais. Por
exemplo, a substancia de farmaco em volume (isto €, composto desta
invencdo ou forma estabilizada do composto (por exemplo, complexo
com um derivado de ciclodextrina ou outro agente de complexacao
conhecido) é dissolvido em um solvente adequado na presenca de um

Ou mais excipientes.
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[00097] O veiculo, diluente ou excipiente particular utilizado depen-
derd dos meios e propositos para 0s quais 0 composto desta invencéo
esta sendo aplicado. Solventes sédo geralmente selecionados com ba-
se em solventes reconhecidos por pessoas versadas na técnica como
seguros (GRAS) a ser administrados a um mamifero. Em geral, sol-
ventes seguros sdo solventes aquosos nao toxicos tal como agua e
outros solventes ndo toxicos que sdo sollveis ou misciveis em agua.
Solventes aquosos adequados incluem agua, etanol, propileno glicol,
polietileno glicois (por exemplo, PEG 400, PEG 300), etc. e misturas
destes. Diluentes, veiculos, excipientes e estabilizadores aceitaveis
sdo nao toxicos a recipientes nas dosagens e concentracfes empre-
gadas, e incluem tampdes tais como fosfato, citrato e outros acidos
organicos; antioxidantes incluindo acido ascoérbico e metionina; con-
servantes (tal como cloreto de octadecildimetilbenzil amonio; cloreto
de hexametonio; cloreto de benzalcbnio, cloreto de benzetbnio; fenal,
alcool butilico ou benzilico; alquil parabenos tal como metil ou propil
parabeno; catecol; resorcinol; cicloexanol; 3-pentanol; e m-cresol); po-
lipeptideos de baixo peso molecular (menor do que cerca de 10 resi-
duos); proteinas, tais como albumina de soro, gelatina, ou imunoglobu-
linas; polimeros hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tal como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina;
monossacarideos, dissacarideos e outros carboidratos incluindo glico-
se, manose ou dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; acucares
tais como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contra-ions de for-
macao de sal tal como sodio; complexos de metal (por exemplo, com-
plexos de proteina de Zn); e/ou tensoativos ndo i6nicos tais como
TWEEN®, PLURONICS® ou polietileno glicol (PEG). As formulactes
podem da mesma forma incluir um ou mais agentes estabilizantes,
tensoativos, agentes umectantes, agentes lubrificantes, emulsificantes,

agentes de suspenséo, conservantes, antioxidantes, agentes opacifi-
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cantes, deslizantes, auxiliares de processamento, corantes, adocan-
tes, agentes perfumantes, agentes flavorizantes e outros aditivos co-
nhecidos para fornecer uma apresentacédo elegante do farmaco (isto €,
um composto desta invengcdo ou composicao farmacéutica deste) ou
ajudar na fabricacdo do produto farmacéutico (isto €, medicamento).
Os ingredientes farmacéuticos ativos podem da mesma forma ser cap-
turados em microcapsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de
co-acervacao ou por polimerizagao interfacial, por exemplo, hidroxime-
tilcelulose ou microcdpsulas de gelatina e microcapsulas de poli-
(metilmetacrilato), respectivamente, em sistemas de liberacdo de far-
maco coloidais (por exemplo, lipossomas, microesferas de albumina,
microemulsdes, nanoparticulas e nanocapsulas) ou em macroemul-
sbes. Tais técnicas sdo descritas ha Remington’s Pharmaceutical Sci-
ence 162 edicdo, Osol, A. Ed. (1980). Um "lipossoma" € uma vesicula
pequena composta de varios tipos de lipidios, fosfolipideos e/ou ten-
soativo que é util para liberacdo de um farmaco em um mamifero. Os
componentes do lipossoma estao geralmente dispostos em uma for-
macao de bicamada, similar a disposicéo de lipidio de membranas bio-
|6gicas.

[00098] Preparacdes de liberacdo prolongada de compostos desta
invencdo podem ser preparadas. Exemplos adequados de prepara-
cOes de liberacdo prolongada incluem matrizes semi-permeaveis de
polimeros hidrofobicos solidos contendo um composto desta invencao,
cujas matrizes estdo na forma de artigos moldados, por exemplo, peli-
culas ou microcapsulas. Exemplos de matrizes de liberac&o prolonga-
da incluem poliésteres, hidrogéis (por exemplo, poli (2-hidroxietil- me-
tacrilato), ou alcool polivinilico), polilactideos (Patente U.S. No.
3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico e gama-etil-L-glutamato,
acetato de etileno-vinila ndo degradéavel, copolimeros de acido glicdlico

- acido latico degradaveis tal como o LUPRON DEPOT® (microesferas
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injetaveis compostas de copolimero de acido lactico - acido glicélico e
acetato de leuprolida) e acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

[00099] As composicdes farmacéuticas desta invencdo podem ser
na forma de uma preparacao injetavel estéril, tal como uma suspensao
aguosa ou oleaginosa injetavel estéril. Esta suspensao pode ser for-
mulada de acordo com a técnica conhecida utilizando aqueles agentes
dispersantes ou umectantes adequados e agentes de suspensao que
foram mencionados acima. A preparacdo injetavel estéril pode da
mesma forma ser uma solucéo injetavel estéril ou suspensdo em um
solvente ou diluente parenteralmente aceitavel ndo toxico, tal como
uma solucdo em 1,3-butanodiol ou preparada como um poé liofilizado.
Entre os veiculos aceitaveis e solventes que podem ser empregados
estdo agua, solucdo de Ringer e solucédo de cloreto de sodio isotdnica.
Além disso, Oleos fixos estéreis podem convencionalmente ser empre-
gados como um solvente ou meio de suspensdo. Para este proposito,
qualquer éleo fixo suave pode ser empregado incluindo mono ou digli-
cerideos sintéticos. Além disso, acidos graxos tal como acido oléico
podem igualmente ser utilizados na preparacao de injetaveis.

[000100] Composicdes farmacéuticas desta invencédo adequadas pa-
ra administracdo parenteral incluem solucbes de injecdo estéreis
aguosas e nao aquosas que podem conter antioxidantes, tampdes,
bacteriostatos e solutos que tornam a formulacao isoténica com o san-
gue do recipiente destinado; e suspensdes estéreis aquosas e nao
aquosas que podem incluir agentes de suspenséao e espessantes.
[000101] As composicOes da invencdo podem da mesma forma ser
formuladas em uma forma adequada para uso oral (por exemplo como
comprimidos, pastilhas, capsulas duras ou macias, suspensdes aquo-
sas ou oleosas, emulsdes, pos dispersiveis ou granulos, xaropes ou
elixires), para uso topico (por exemplo, como cremes, unguentos, geéis,

ou solucdes ou suspensdes aquosas ou oleosas), para administracao
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através de inalacédo (por exemplo, como um po6 finamente dividido ou
um aerossol liquido), para administracdo por insuflacdo (por exemplo,
como um po finamente dividido)

[000102] Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados para
uma formulac&o de comprimido incluem, por exemplo, diluentes inertes
tais como lactose, carbonato de sédio, fosfato de calcio ou carbonato
de calcio, agentes de granulacéo e desintegrantes tal como amido de
milho ou &cido algénico; agentes de ligacdo tal como amido; agentes
lubrificantes tal como estearato de magnésio, acido estedrico ou talco;
agentes conservantes tais como p-hidroxibenzoato de etila ou propila,
e antioxidantes, tal como 4cido ascérbico. Formula¢gdes de comprimido
podem ser nao revestidas ou revestidas para modificar sua desinte-
gracao e a absorcao subsequente do ingrediente ativo dentro do trato
gastrointestinal, ou para melhorar sua estabilidade e/ou aparéncia, em
gualquer caso, utilizando-se agentes de revestimento convencionais e
procedimentos conhecidos na técnica.

[000103] Composicdes para uso oral podem ser formuladas na forma
de capsulas de gelatina duras em que o ingrediente ativo € misturado
com um diluente sdlido inerte, por exemplo, carbonato de célcio, fosfa-
to de calcio ou caulim, ou como capsulas de gelatina macias em que o
ingrediente ativo € misturado com agua ou um o6leo tal como 6leo de
amendoim, 6leo de parafina, ou azeite de oliva.

[000104] Suspensbes aquosas geralmente contém o ingrediente ati-
vo em forma finamente pulverizada juntamente com um ou mais agen-
tes de suspenséo, tais como carboximetilcelulose sodica, metilcelulo-
se, hidroxipropilmetilcelulose, alginato de sdédio, polivinil-pirrolidona,
goma tragacanto e goma acacia; agentes dispersantes ou umectantes
tais como lecitina ou produtos de condensacédo de um oOxido de alqui-
leno com acidos graxos (por exemplo, estearato de polioxetileno), ou

produtos de condensacao de Oxido de etileno com alcoois alifaticos de
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cadeia longa, por exemplo, heptadecaetilenooxicetanol, ou produtos
de condensacédo de Oxido de etileno com ésteres parciais derivados de
acidos graxos e um hexitol tal como monooleato de sorbitol de polioxi-
etileno, ou produtos de condensacao de oxido de etileno com ésteres
parciais derivados de acidos graxos e anidridos de hexitol, por exem-
plo, monooleato de sorbitano de polietileno. As suspensdes aquosas
podem da mesma forma conter um ou mais conservantes (tal como p-
hidroxibenzoato de etila ou propila, antioxidantes (tal como acido as-
corbico), agentes corantes, agentes flavorizantes, e/ou agentes ado-
cantes (tal como sacarose, sacarina ou aspartame).

[000105] Suspensbdes oleosas podem ser formuladas suspendendo-
se o ingrediente ativo em um Oleo vegetal (tal como 6leo de amen-
doim, azeite de oliva, 6leo de gergelim ou 6leo de coco) ou em um
6leo mineral (tal como parafina liquida). As suspensdes oleosas po-
dem da mesma forma conter um agente espessante tal como cera de
abelha, parafina dura ou alcool cetilico. Agentes adocantes tais como
agqueles mencionados acima, e agentes flavorizantes podem ser adici-
onados para fornecer uma preparacao oral saborosa. Estas composi-
cOes podem ser preservadas pela adicdo de um antioxidante tal como
acido ascorbico.

[000106] Pos dispersiveis e granulos adequados para preparacao de
uma suspensao aquosa pela adicdo de agua geralmente contém o in-
grediente ativo juntamente com um agente dispersante ou umectante,
agente de suspensado e um ou mais conservantes. Agentes dispersan-
tes ou umectantes adequados e agentes de suspensao sdo exemplifi-
cados por aqueles jA mencionados acima. Excipientes adicionais tais
como agentes adocantes, flavorizantes e corantes, podem da mesma
forma estar presentes.

[000107] As composicdes farmacéuticas da invencdo podem da

mesma forma ser na forma de emulsdes de 6leo-em-agua. A fase ole-
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osa pode ser um o6leo vegetal, tal como azeite de oliva ou 6leo de
amendoim, ou um 6leo mineral, tal como por exemplo, parafina liquida
ou uma mistura de quaisquer destes. Agentes emulsificantes adequa-
dos podem ser, por exemplo, gomas de ocorréncia natural tal como
goma acacia ou goma tragacanto, fosfatideos de ocorréncia natural
tais como soja, lecitina, ésteres ou ésteres parciais derivados a partir
de acidos graxos e anidridos de hexitol (por exemplo, monooleato de
sorbitano) e produtos de condensacdo dos referidos ésteres parciais
com oxido de etileno tal como monooleato de sorbitano de polioxietile-
no. As emulsdes podem da mesma forma conter agentes adocantes,
flavorizantes e conservantes.

[000108] Xaropes e elixires podem ser formulados com agentes ado-
cantes tais como glicerol, propileno glicol, sorbitol, aspartame ou saca-
rose, e podem da mesma forma conter um agente demulcente, con-
servante, flavorizante e/ou corante.

[000109] Formulacdes de supositério podem ser preparadas mistu-
rando-se o ingrediente ativo com um excipiente néao irritante adequado
que € sdlido em temperaturas ordinarias, porém, liquido na temperatu-
ra retal e, portanto, derretera no reto para liberar o farmaco. Excipien-
tes adequados incluem, por exemplo, manteiga de cacau e polietileno
glicéis. Formulacdes adequadas para administracdo vaginal podem ser
apresentadas como pessarios, tampdes, cremes, géis, pastas, espu-
mas ou formulagcbes em spray contendo além do ingrediente ativo tais
veiculos como séo conhecidos na técnica a ser apropriada.

[000110] Formulacgbes topicas, tais como cremes, unguentos, géis e
suspensdes ou solucbes aquosas ou oleosas, podem geralmente ser
obtidas formulando-se um ingrediente ativo com um veiculo ou diluen-
te convencional, topicamente aceitavel, utilizando procedimentos con-
vencionais bem-conhecidos na técnica.

[000111] ComposicOes para administracdo transdérmica podem ser
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na forma daqueles emplastros de pele transdérmicos que sdo bem-
conhecidos por aqueles de experiéncia ordinéria na técnica.

[000112] Composicdes para administracédo por insuflacdo podem ser
na forma de um po finamente dividido contendo particulas de didametro
médio de, por exemplo, 30 um ou muito menor, o préprio pé compre-
endendo ingrediente ativo sozinho ou diluido com um ou mais veiculos
fisiologicamente aceitaveis tal como lactose. O pé para insuflacéo €,
em seguida, convenientemente retido em uma capsula contendo, por
exemplo, 1 a 50 mg de ingrediente ativo para uso com um dispositivo
turboinalador, tal como € utilizado para insuflagdo do agente conheci-
do, cromoglicato sadico.

[000113] Composicdes para administragcao por inalacdo podem ser
na forma de um aerossol pressurizado convencional disposto para dis-
tribuir o ingrediente ativo como um aerossol contendo goticulas sélidas
ou liguidas finamente divididas. Propelentes de aerossol convencio-
nais tais como hidrocarboneto fluorados volateis ou hidrocarbonetos
podem ser utilizados e o dispositivo de aerossol é convenientemente
disposto para distribuir uma quantidade medida de ingrediente ativo.
[000114] A composicdo farmacéutica (ou formulacdo) para aplicacéo
pode ser empacotada em uma variedade de maneiras dependendo do
método utilizado para administrar o farmaco. Por exemplo, um artigo
para distribuicdo pode incluir um recipiente tendo depositado nele a
formulacédo farmacéutica em uma forma apropriada. Recipientes ade-
guados sdo bem-conhecidos por aqueles versados na técnica e inclu-
em materiais tais como frascos (plasticos e vidro), sachés, ampolas,
bolsas plasticas, cilindros de metal e similares. O recipiente pode, da
mesma forma, incluir um dispositivo a prova de violagao para prevenir
0 acesso indiscreto aos conteudos do pacote. Além disso, o recipiente
tem depositado nele um rétulo que descreve os teores do recipiente. O

rotulo pode, da mesma forma, incluir adverténcias apropriadas. As
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formulacGes podem, da mesma forma, ser empacotadas em recipien-
tes de dose unitaria ou multiplas doses, por exemplo, ampolas seladas
e frasconetes, e podem ser armazenadas em uma condicdo secada
por congelamento (liofilizada) requerendo apenas a adi¢cdo do veiculo
liquido estéril, por exemplo, agua, para injecdo imediatamente antes
do uso. Suspensdes e solucdes de injecdo extemporaneas séo prepa-
radas a partir de pés estéreis, granulos e comprimidos do tipo previa-
mente descritos. Formulacbes de dosagem unitaria preferidas séo
aguelas contendo uma dose diaria ou subdose unitaria diaria, como
aqui acima referido, ou uma fragcao apropriada destas, do ingrediente
ativo.

[000115] A invencéo, portanto, também fornece composicdes veteri-
narias compreendendo pelo menos um ingrediente ativo como acima
definido juntamente com um veiculo veterinario. Os veiculos veterina-
rios sdo materiais Uteis para o propoésito de administracdo da composi-
cdo e podem ser materiais solidos, liquidos ou gasosos que sao de
outra maneira inertes ou aceitaveis na técnica veterinaria e sdo com-
pativeis com o ingrediente ativo. Estas composi¢cdes veterinarias po-
dem ser administradas parenteralmente, oralmente ou por qualquer
outra rotina desejada.

[000116] A guantidade de um composto desta invencao que € com-
binada com um ou mais excipientes para produzir uma unica forma de
dosagem variara necessariamente dependendo do individuo tratado,
da gravidade do disturbio ou condicdo, da taxa de administracdo, da
disposicdo do composto e da discricdo da prescricdo medica. Em uma
modalidade, uma quantidade adequada de um composto desta inven-
cdo é administrada a um mamifero em necessidade desta. Administra-
cdo em uma modalidade ocorre em uma quantidade entre cerca de
0,001 mg/kg de peso corporal a cerca de 60 mg/kg de peso corporal

por dia. Em outra modalidade, administracdo ocorre em uma quantida-
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de entre 0,5 mg/kg de peso corporal a cerca de 40 mg/kg de peso cor-
poral por dia. Em alguns exemplos, niveis de dosagem abaixo do limite
inferior da faixa supracitada pode ser mais do que adequada, enquan-
to em outros casos doses ainda maiores podem ser empregadas sem
causar qualquer efeito colateral prejudicial, contanto que tais doses
maiores sejam primeiro divididas em varias doses pequenas para ad-
ministracdo ao longo do dia. Para outra informagao sobre rotinas de
administracdo e regimes de dosagem, veja Capitulo 25.3 no Volume 5
de Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; Chairman of
Editorial Board), Pergamon Press 1990, que esta especificamente in-
corporado aqui por referéncia.

ARTIGOS DE FABRICACAO

[000117] Em outra modalidade da invencgao, um artigo de fabricacao,

ou "kit", contendo materiais Uteis para o tratamento dos distlrbios des-
critos acima é fornecido. Em uma modalidade, o kit compreende um
recipiente compreendendo um composto desta invencgao. Por exemplo,
recipientes adequados incluem frascos, frasconetes, seringas, emba-
lagem de bolhas, etc. O recipiente pode ser formado a partir de uma
variedade de materiais tais como vidro ou plastico. O recipiente pode
sustentar um composto desta invencdo ou uma formulacao deste que
é eficaz para tratar a condicdo e pode ter um orificio de acesso estéril
(por exemplo, o recipiente pode ser uma bolsa de solucédo intravenosa
ou um frasconete tendo um tampao perfuravel por uma agulha de inje-
cao hipodérmica).

[000118] O kit pode também compreender um rotulo ou insercédo de
pacote sobre ou associado com o recipiente. O termo "insercao de pa-
cote" é utilizado para referir-se as instru¢cdes habitualmente incluidas
em pacotes comerciais de produtos terapéuticos, que contém informa-
cao sobre as indicacbes, uso, dosagem, administracdo, contra-

indicacdes e/ou adverténcias relativas ao uso de tais produtos terapéu-
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ticos. Em uma modalidade, as insercfes do rétulo ou pacote indicam
gue a composigao compreendendo um composto desta invencao pode
ser utilizada para tratar um disturbio ou doenca mediada por cinase. O
rétulo ou insercdo do pacote pode da mesma forma indicar que a
composicdo pode ser utilizada para tratar outros disturbios.

[000119] Em certas modalidades, os kits sdo adequados para a libe-
racdo de formas orais sodlidas de um composto desta invengéo, tais
como comprimidos ou capsulas. Um tal kit preferivelmente inclui varias
dosagens unitarias. Tais kits podem incluir um cartdo tendo as dosa-
gens orientadas na ordem de seu uso destinado. Um exemplo de um
tal kit € uma "embalagem do tipo blister". Embalagens do tipo blister
sdo bem-conhecidas na industria de embalagem e sdo amplamente
empregadas para empacotar formas de dosagem unitaria farmacéuti-
cas. Se desejado, um auxiliar de memoria pode ser fornecido, por
exemplo, na forma de numeros, cartas, ou outras marcacdes ou com
uma insercdo de calendario, designando os dias no horario de trata-
mento em que as dosagens podem ser administradas.

[000120] De acordo com outra modalidade, um kit pode compreender
(a) um primeiro recipiente com um composto desta invencao contido
nele; e (b) um segundo recipiente com uma segunda formulacéo far-
macéutica contida nele, em que a segunda formulagcdo farmacéutica
compreende um segundo composto util para tratar um disturbio ou do-
enca mediada por cinase. Alternativamente, ou adicionalmente, o kit
pode também compreender um terceiro recipiente compreendendo um
tampédo farmaceuticamente aceitavel, tal como agua bacteriostatica
para injecao (BWFI), solucéo salina tamponada por fosfato, solugao de
Ringer e solucdo de dextrose. O kit pode também incluir outros materi-
ais desejaveis de um ponto de vista do usuario e comercial, incluindo
outros tampades, diluentes, filtros, agulhas e seringas.

[000121] O kit pode também compreender direcbes para a adminis-
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tracdo do composto desta invencéo e, se presente, a segunda formu-
lacdo farmacéutica. Por exemplo, se o kit compreende uma primeira
composicdo compreendendo um composto desta invengcdo e uma se-
gunda formulacao farmacéutica, o kit pode também compreender dire-
cOes para a administracdo simultanea, sequencial ou separada da
primeira e segunda composi¢cdes farmacéuticas a um paciente em ne-
cessidade deste.

[000122] Em certas outras modalidades em que o kit compreende
uma composicao desta invencdo e uma segunda formulagdo farma-
céutica, o kit pode compreender um recipiente contendo as composi-
¢cOes separadas tal como um frasco dividido ou um pacote de folha
metalica dividida, porém, as composi¢cdes separadas podem da mes-
ma forma estar contidas dentro de um anico recipiente, ndo dividido.
Em certas modalidades, o kit compreende dire¢cbes para a administra-
cdo dos componentes separados. A forma de kit é particularmente
vantajosa quando os componentes separados sédo preferivelmente
administrados em formas de dosagem diferentes (por exemplo, orais e
parenterais), sdo administrados em intervalos de dosagem diferentes,
ou quando a titulagdo dos componentes individuais da combinacéo é
desejada pela prescricdo médica.

ATIVIDADE BIOLOGICA

Inibicdo de p38 MAPK

[000123] A atividade dos compostos desta invencédo pode ser anali-

sada quanto a inibicdo de p38 MAPK in vitro, in vivo, ou em uma linha-
gem celular. Ensaios in vitro incluem ensaios que determinam a inibi-
cao de atividade de cinase ou atividade de ATPase de p38 MAPK ati-
vada. Ensaios in vivo alternados quantificam a capacidade do inibidor
ligar-se a p38 MAPK e podem ser medidos radiorrotulando-se o inibi-
dor antes de ligar, isolando-se o complexo inibidor / p38 MAPK e de-

terminando-se a quantidade de ligacéo radiorrotulada, ou conduzindo-
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se uma experiéncia de competicdo onde novos inibidores séo incuba-
dos com ligacdo de p38 MAPK aos radioligantes conhecidos. Estes e
outros ensaios de cultura celular e in vitro Uteis sdo bem-conhecidos
por aqueles versados na técnica.

[000124] Ensaios de cultura celular do efeito inibidor dos compostos
desta invencdo podem ser utilizados para determinar as quantidades
de TNF-a, IL-1, IL-6 ou IL-8 produzida no sangue total ou fracdes celu-
lares deste em células tratadas com inibidor quando comparado as
células tratadas com controles negativos. Niveis destas citocinas po-
dem ser determinados através do uso de ELISAs comercialmente dis-
poniveis ou como descrito na secdo de Exemplos Bioldgics abaixo.
EXEMPLOS

[000125] Para ilustrar a invencédo, os exemplos seguintes séo inclui-
dos. Entretanto, deve ser entendido que estes exemplos nao limitam a
invencdo e sdo apenas referidos para sugerir um método de praticar a
invencao.

EXEMPLOS BIOLOGICOS

[000126] As atividades bioldgicas dos compostos da invencéo foram
demonstradas pelos seguintes ensaios in vitro. Compostos utilizados
nos Exemplos C-M foram: Composto 72: 1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-
pirazol-5-il)-3-(5-fldor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-il6xi)benzil)uréia
(Exemplos 1 e 3); e Composto 74: diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-
terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenoxi)-1H-
indazol-1-il)etila (Exemplos 2 e 4).

Exemplo A

Ensaio Bioquimico de p38

[000127] Atividade de p38 foi analisada em temperatura ambiente
em uma reacgao de 100 pL que contém 5 nM de enzima de p38a ativa-
da e 1 uM de ATF-2 (proteina de fusdo de Fator de Transcricdo Ativa-

dor 2) como o substrato em 25 mM de HEPES (pH 7,4), 100 uM de
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Vanadato, 1 mM de DTT, 10 mM de MgCl; e 10 uM de [y-**P]-ATP
(~0,1 uCi P*3/reacéo). A reacao foi terminada depois de 30-40 minutos
adicionando-se 25% de TCA, permitida repousar 5 minutos, e em se-
guida transferida diretamente para uma placa de filtro de membrana
GF-B. O filtro foi lavado duas vezes durante 30 segundos com 0,5% de
acido fosférico utilizando uma Colheitadeira Automatizada Tomtec
Mach Ill. Depois da lavagem, o vacuo foi continuado durante 30 se-
gundos para secar o filtro. Aproximadamente 30 uL de cintilante foram
adicionados por cavidade a placa de filtro e, em seguida, lida em uma
Contadora de Cintilacdo Liquida (Packard TopCount HTS).

Exemplo B

Ensaio de PBMC

[000128] A capacidade dos compostos desta invencéo inibir a produ-

cdo de TNF-a foi avaliada utilizando-se células mononucleares de
sangue periférico humano ("PBMC") que sintetizam e secrtam TNF-a
guando estimulado com lipopolissacarideo.

[000129] Solucdes teste de composto foram feitas preparando-se
diluicdes seriais de 5 vezes em DMSO, cujas diluicbes foram, em se-
guida, diluidas em matérias-primas 5x diluindo-se com MEM, 2% de
soro bovino fetal inativado por calor ("FBS"), 20 mM de HEPES, 2 mM
de L-glutamina, e 1% de penicilina/estreptomicina.

[000130] PBMC'’s foram isolados a partir de sangue humano como
segue. Amostras de sangue inteiras foram coletadas a partir de volun-
tarios humanos em Vacutainer® CPT de Becton Dickinson. Os tubos
foram misturados e centrifugados em temperatura ambiente (18 - 25
°C) em um rotor horizontal durante um minimo de 15 minutos em 1500
- 1800 RCF (forga centrifuga relativa). Para cada doador, as camadas
de revestimento leucocitarias foram agrupadas em um dnico tubo e
lavadas duas vezes com solugdo salina tamponada ("PBS"). O pélete

de célula foi ressuspenso em MEM, 2% de soro bovino fetal inativado
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por calor ("FBS"), 20 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, e 1% de
penicilina/estreptomicina. Namero de célula total foi determinado utili-
zando-se um hemocitdbmetro e a suspenséo celular foi ajustado em 2 X
10° de células/mL.

[000131] Para cada cavidade de uma placa de cultura celular de 96
cavidades foi adicionado 0,1 mL de suspensédo celular. Uma solucdo
teste de composto (30. L) foi adicionada, e as células foram incubadas
em uma incubadora de CO2 a 5%/37°C durante 1 hora, e em seguida
20 uL de 7,5 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS E. Coli K-235) foram
adicionados cada cavidade, e as células foram retornadas para a incu-
badora de CO2 a 5%/37°C durante 16 - 20 horas. As células foram
centrifugadas durante 15 minutos em 1100 RCF. Aproximadamente
0,12 mL do sobrenadante foi transferido em uma placa de polipropile-
no de 96 cavidades limpa. As amostras foram analisadas imediata-
mente ou foram armazenadas a -80°C até que prontas para ensaio.
Niveis de TNF-a foram determinados em cada amostra utilizando-se
um ensaio ELISA de TNF-a humano tal como aqueles descritos abai-
XO.

[000132] Niveis de TNF-a foram determinados utilizando-se o ensaio
seguinte. Placas revestidas de anticorpo de TNF-a foram preparadas
adicionando-se 150 pL de 2 ug/mL de IgG monoclonal de camundongo
purificado com anti-TNF-a em tampao de Carbonato-Bicarbonato (Pa-
cote de Tampéo de Carbonato-Bicarbonato BupH®) em cavidades de
uma placa Immulon 4 de 96 cavidades (Placa de Base Plana ELISA
Immulon 4; Dynex, numero de catalogo 011-010-3855) e incubadas
durante a noite a 2 - 8°C. Solucéo de revestimento foi removida e 200
puL de tampéo de bloqueio (20 mM de HEPES pH 7,4, 150 mM de
NaCl, 2% de BSA) foram adicionados e as placas foram armazenados
2 - 8°C até que prontas para uso. Uma curva-padrdo de TNF-a huma-

no recombinante em ponto dez foi preparada por uma diluicdo serial
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de 1:2 em diluente de amostra (20 mM de HEPES, pH 7,4, 150 mM de
NaCl, 2 mM de MgCl,, 1% de BSA) com uma concentragao de topo de
6000 pg/mL.

[000133] Solucéo de bloqueio foi removida das placas de ELISA de
TNF-a lavando-se cinco vezes com 300 puL de "tampéo de lavagem"
(20 mM de HEPES, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 2 mM de MgCl,, 0,02%
de Tween-20). 50 uL de diluente de amostra foram adicionados a to-
das as cavidades, e em seguida 50 uL de uma curva de solucédo pa-
drao de TNF-a ou sobrenadante de composto teste foram adicionados
a todas as cavidades. A placa foi incubada em temperatura ambiente
durante uma hora com agitacdo (300 rpm). A placa foi lavada cinco
vezes com 300 uL de tampéao de lavagem. 100 uL de 0,2 ug/mL de
TNF-a anti-humano de cabra biotinilado em "diluente de anticorpo” (20
mM de HEPES, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 2 mM de MgCl, 1% de
BSA, 0,02% de Tween-20) foram adicionados por cavidade, e a placa
foi incubada em temperatura ambiente durante uma hora com agitacao
(300 rpm). A placa foi lavada cinco vezes com 300 uL de tampao de
lavagem por cavidade. 100 uL de 0,02 pug/mL de fosfatase alcalina de
estreptavidina em diluente de anticorpo foram adicionados por cavida-
de, e a placa foi incubada em temperatura ambiente durante uma hora
com agitacao (300 rpm). A placa foi lavada cinco vezes com 300 uL de
tampdao de lavagem por cavidade. 200 uL de 1 mg/mL de pNPP (fosfa-
to de p-nitrofenila) em tampéao de dietanolamina com 0,5 mM de MgCl>
foram adicionados por cavidade, e a placa foi incubada durante 30 a
45 minutos em temperatura ambiente com agitacao (300 rpm). O pro-
gresso da reacédo foi monitorado determinando-se a densidade Optica:
quando o padréo de topo alcancou uma OD entre 2,0 e 3,0, 50 uL de
NaOH a 2N foram adicionados por cavidade. A densidade 6ptica de
cada cavidade foi determinada dentro de 30 minutos, utilizando-se

uma leitora de placa de microtitulo fixada em 405 nm. Os dados foram
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analisados em ajuste XL utilizando-se ajustamento de curva de 4 pa-
rametros.

[000134] Os reagentes seguintes foram utilizados nos ensaios acima
descritos. A Solucdo Salina Tamponada por Fosfato de Dulbecco sem
Calcio ou Magnésio (Numero de Catalogo de Gibco 14190); Meio es-
sencial minimo Eagle (MEM; Numero de Catalogo de Gibco 11090);
penicilina-estreptomicina (NUmero de Catalogo de Gibco 15140); L-
glutamina, 200 mM (Numero de Catalogo de Gibco 25030); HEPES,
1M (Namero de Catélogo de Gibco 15630); soro bovino fetal ("FBS";
Numero de Catalogo de HyClone SH30070.03); lipopolissacarideos de
Escherichia coli K-235 ("LPS"; Numero de Catalogo de Sigma L2018);
anti-TNF-a, 1gG Monoclonal Purificado de Rato (Numero de Catalogo
de R&D Systems MAB210); Pacote de Tampéo de Carbonato-
Bicarbonato BupH® (Numero de Catalogo de Pierce 28382); HEPES
(FW 238.3; Numero de Catalogo de Sigma H3575); NaCl (Namero de
Catélogo de Sigma S7653); albumina de soro bovino ("BSA"; Niumero
de Catélogo de Jackson ImmunoReseach 001-000-162); monolaurato
de sorbitano de polioxietileno 20 (Numero de Catdlogo de Sigma
P2287); cloreto de magnésio, hexaidrato (Numero de Catalogo de
Sigma M2670); TNF-a humano recombinante (NUmero de Catélogo de
R&D Systems 210TA010); IgG de cabra purificado por afinidade de
TNF-a biotinilado (Niumero de Catalogo de R&D Systems BAF210);
fosfatase alcalina de estreptavidina (Numero de Catalogo de Jackson
ImmunoResearch 016-050-084); Tampao de Substrato de dietanola-
mina (Numero de Catalogo de Pierce 34064); fosfato de p-nitrofenila
(Numero de Catalogo de Sigma N2765).

Exemplo C

Atividade de Composto 72 versus varias cinases

[000135] A atividade de p38 do Composto 72 empregando-se um

ensaio de cinase radioativo de p38 interno utilizando ATF-2 como um
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substrato foi explorada. A seletividade do Composto 72 foi determina-
da analisando a atividade de 202 proteina cinases na presenca de 1
UM de Composto 72. Determinacdes de ICso foram subsegiientemente
conduzidas para essas cinases inibidas por >80% na avaliag&o inicial
(concentragdo de ATP em Km) por protocolos estabelecidos.

[000136] Como mostrado na Tabela 1, Composto 72 € um inibidor
potente de tirosina cinase citoplasmica de Abelson de p38a (Abl), gene
relacionado a Abelson (Arg) e a a tirosina cinase do receptor de Tie-2.
Além destas atividades, Composto 72 € da mesma forma moderada-
mente potente contra a forma resistente a Imatinib de BCR-Abl T315I,
as tirosina cinases da familia de src Hck, Lyn e Fyn, e as tirosina cina-
ses do receptor FGFR1 (receptor do fator de crescimento de fibroblas-
to 1; FGFR1) e VEGFR2 (receptor do fator de crescimento endotelial
vascular 2; KDR).

Tabela 1
Cinase IC50
p38a <2nM
Abl 4 nM
Arg 10 nM
Tie2 1nM
Abl (T315I) 68 nM
Hck 26 nM
Lyn 25nM
Fyn 41 nM
FGFR1 28 nM
VEGFR 74 nM

[000137] Por meio de comparacgao, os compostos dos Exemplos 94 e
138 de WO 2004/078116 foram da mesma forma testados.

Petica0 870200028116, de 02/03/2020, pag. 51/98



50/81

N/ ¢} O N\N
\N
/

Exemplo 94

3 27 \E
(@)
@]
\Z
|

Exemplo 138
[000138] Os resultados sao fornecidos na Tabela 1a abaixo.
Tabela 1a
Exemplo 94 Exemplo 138
Cinase ICso ICso
P38a <2nM <2nM
Abl 10 nM >500 nM
Tie2 4 nM >500 nM

[000139] Os resultados mostram que o composto 72 € um inibidor
significativamente mais potente de Abl e Tie2 que os compostos dos
Exemplos 94 e 138 de WO 2004/078116.

Exemplo D

Atividade de célula do Composto 72 contra a série de reacéo de p38
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[000140] As células de HelLa foram tratadas com Composto 72 du-
rante 60 minutos antes da estimulacdo com 1 pg/mL de anisomicina
durante 60 minutos para induzir a ativacao da série de reacdo de p38.
As células foram rotuladas com anticorpos contra a forma fosforilada
de HSP27 (Ser78) e GAPDH como um controle de normalizacdo. As
células foram imageadas e quantificadas utilizando-se um imageador
LI-COR Aeriustm.

[000141] Os resultados demonstraram que Composto 72 € um inibi-
dor potente da série de reacdo de p38 em células, com uma ICsp apa-
rente de 2 nM. Em um ensaio celular funcional, este composto foi da
mesma forma testado quanto a sua capacidade de inibir a producéo de
TNF-a em sangue total tratado com lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) para induzir a producao de citocina (como detectado por ELISA),
gerando uma ICsp aparente de 30 nM.

Exemplo E

Atividade de célula do Composto 72 contra receptor de Tie2

[000142] Para a experiéncia de curso de tempo, HUVECs foram pri-
vadas de soro durante 2 horas, em seguida, estimulados com 200
ng/mL do agonista do receptor de Tie2 Angiopoietina-1 (Ang-1). As
células foram colhidas nos pontos de tempo indicados e imunoblots
com anticorpos contra fosfo-AKT, fosfo-Erk, fosfo-HSP27, fosfo-p38 e
GAPDH. Sinais foram quantificados e normalizados em GAPDH para
avaliar a extensédo da inducdo como um resultado da ativacéo do re-
ceptor de Tie2. Os resultados foram demonstrados como uma imuno-
mancha e grafico mostrando o curso de tempo da ativagcéo da série de
reacdo de Erk, AKT e p38 em resposta ao agonista de receptor de
Tie2 contra Ang-1 em células endoteliais vasculares umbilicais huma-
nas (HUVECS). Os resultados mostram que apenas os percursos AKT
e Erk sdo ativados em resposta a ativacdo do receptor de Tie2.

[000143] Para o estudo de ativacéo de Tie2, HUVECs foram privadas
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de soro durante 2 horas, em seguida, tratados com concentracfes va-
riadas do Composto 72 durante 60 minutos antes da estimulagdo com
200 ng/mL de Ang-1 durante 10 minutos. Tie2 foi, em seguida, imuno-
purificado (IP) e imunoblotted com anticorpos antifosfotirosina (pTyr) e
anti-Tie2 para avaliar o grau de autofosforilagdo de Tie2. Os lisados
foram imunoblotteds com anticorpos anti-fosfo-Erk e anti-fosfo-AKT
(Serd73), respectivamente. Sinais foram quantificados e normalizados
em GAPDH como um controle de carregamento. Os resultados foram
mostrados em um imunomancha e um gréafico. O tratamento do Com-
posto 72 resulta em uma inibicdo dependente de dose igualmente da
autofosforilagdo de Tie2 bem como seus efetores a jusante Erk e AKT
com uma ICso de < 33 nM para anterior e <11 nM para o posterior.
Exemplo F

Atividade de célula do Composto 72 contra BCR-Abl

[000144] A linhagem celular de leucemia mielogenosa crbnica positi-
va de BCR-AbI K562 foi tratada com varias concentracdes de Imatinib
ou Composto 72 como indicado durante 72 horas a 37 °C, CO2 a 5%.
A viabilidade da célula foi subseqiientemente medida utilizando-se
CellTiter Blue (Promega) para determinar os valores de ICsp para cada
composto. Os valores de ICso determinados foram 278 nM e 62 nM
para Imatinib e Composto 72, respectivamente.

[000145] Extratos de células K562 tratados com concentracdes vari-
adas de Imatinib ou Composto 72 durante 2 horas a 37°C, CO2 a 5%
foram preparados e imunoblotteds para substratos de Abl autofosfori-
lados (p-Abl, Tyr245) e de Abl STATS5 (pSTATS5, Tyr694) e CrkL
(pCrkL, Tir207). Os resultados mostram que o Composto 72 é mais
gue quatro vezes mais potente do que Imatinib na inibicdo da prolife-
racao na linhagem celular direcionada a BCR-Abl K562. Os resultados
do imunobloting de extratos de K562 tratados com pBCR-Abl, pSTATS5,
pCrkL ou GAPDH nas concentra¢cbes 5000, 1000, 333, 111, 37 e 0 nM
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de Imatinib ou Composto 72 foram medidos. Este ensaio mostra que
tanto o Composto 72 quanto Imatinib sdo capazes de inibir a autofos-
forilacdo da BCR-Abl bem como seus substratos STATS e CrkL. Com-
posto 72, de acordo com os dados de proliferacdo, é mais potente na
inibicdo da fosforilacdo destes substratos.

Exemplo G

Propriedades fisicas, perfil Metabdlico e perfil de Sequranca dos Com-

postos 72 e 74

1. Determinacao da solubilidade

[000146] Os resultados da determinacédo da solubilidade sdo mostra-
dos na Tabela 2.
Tabela 2: Solubilidade

Composto 72 Composto 74 (Pro-farmaco)
pH 3,0 < 0,005 mg/mL pH 1,2 <1 mg/mL
pH 7,4 < 0,005 mg/mL pH 6,5 >1000 mg/mL

pH 7,4 ~940 mg/mL

[000147] Por meio de comparacgao, as solubilidades dos compostos
dos Exemplos 94 e 138 de WO 2004/078116 foram constatadas ser <
0,001 mg/mL em pH 6,5 e 7,4.

2. Ensaios de Inibicdo de CYP (Fluorescente, LC-MS)

[000148] Valores de IC50 para CYP3A4, CYP2C19 e CYP2C9 foram

derivados medindo-se a relacdo da formacdo de metabolito de um

substrato especifico em padrdo interno comparado ao controle por
cromatografia liquida/ espectrometria de massa (LC/MS) utilizando-se
microssomas de figado humano agrupados (n = 1). Valores de ICso
para CYP2Ds e CYP1A2 foram derivados medindo-se a fluorescéncia
relativa comparada ao controlar de sondas fluorescentes especificas
de isoforma de P450 comercialmente disponiveis e proteina recombi-
nante (n = 1). Os resultados sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: perfil de Inibicdo de CYP (Composto 72)
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ICs0
CYP3A4 Midazolam: ~8 uM
Testosterona: ~10 pM
CYP2D6 3 uM
CYP2C9 5 UM (LC/MS)
CYPC19 25 uM (LC/MS)
CYP1A2 25 uM

3. Ensaios de toxicidade fora de alvo

[000149] Composto 72 foi analisado quanto a ligacao (ensaio de des-
locamento de ligando) em 10 uM contra o painel seguinte de 28 recep-
tores, canais de ion e transportadores.

[000150] Das 28 entidades moleculares avaliadas, apenas o canal de
sodio (sitio 2) mostrou interagir significativamente (>50% de desloca-
mento) com 0 composto.

4. Ensaios de Avaliacdo de Sequranca

[000151] Ensaio de hERG foi realizado utilizando um protocolo de
grampo de emplastro-padrao. Ensaio de AMES (ensaio de mutacao
reversa bacteriano) foi realizado de acordo com o protocolo. Composto
72 foi testado em 0,5-5000 pg/placa teste com/sem ativacéo de S9.
Ensaios de micronucleo in vitro e in vivo foram realizados de acordo
com o protocolo. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Seguranca

Ensaio Composto 72

Grampo de Emplastro de hERG 64% de inibicdo em 10 uM
Mutagenicidade de AMES Negativo

Micronucleo (in vitro) Negativo

5. Estudo de tolerabilidade

[000152] Camundongos (cepa CD-1, n =5 por grupo de dose) foram
dosados com Composto 72 (como Composto 74) em 10, 30 ou 100

mg/kg BID durante 14 dias. A perda de peso foi avaliada ao longo de
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estudo. Sangue foi removido no dia final para quimicas clinicas (albu-
mina, fosfatase alcalina, ALT, Amilase, BUN, calcio, colesterol, creati-
nina, glicose, fosfato, bilirrubina total, TP, Globulina). Os resultados
sao mostrados na Tabela 5. Nenhuma mortalidade relacionada ao
composto foi observada. Neste estudo, mesmo em 100 mg/kg, ne-
nhuma toxicidade de limitacdo de dose (DLTs) foi vista e, portanto,
uma dose tolerada maxima (MTD) nao foi identificada.

Tabela 5: Tolerabilidade (em vivo)

Espécie Camundongo (CD-1)

Dosagem 10, 30 e 100 mg/kg BID,

Duracgéo do estudo 14 dias

Perda de peso < 5% (toda os grupos de dose)

Quimicas clinicas Dentro da faixa normal (todos grupos de dose)

Comentarios: Nenhuma mortalidade relacionada ao composto
nenhuma DLTs observada
MTD néo alcancada

Exemplo H

Farmacocinéticas do Composto 72 em Roedores e Primatas

[000153] Métodos ndo comportamentais (independente de modelo)
foram utilizados para analisar as curvas-tempo de concentracdo de
plasma derivadas de todas as espécies como descrito abaixo. Valores
de depuracédo (Cl), percentual das relagbes de extracdo calculado
(ER%), volume de distribuicdo (Vz), tempo para %-concentracdo ma-
xima (ti2) e exposicado (AUC, area sob a curva) séo fornecidos abaixo
para camundongo, rato, e macaco, respectivamente.

1. Camundongo: as farmacocinéticas do Composto 72 foram examina-
das seguindo administragéo de bolus intravenoso (IV, 1 mg/kg) ou oral
(PO, 10 mg/kg) em camundongos Balb/c fémea (n = 3/ ponto de tem-
po). As amostras de sangue foram obtidas em 15 e 30 minutos, e 1, 2,
4, 8 e 24 horas depois da dosagem PO, e em 15 e 30 minutos, e 1, 2,

4, e 8 horas para administragao IV.
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IV: 1mg/kg Oral: 10mg/kg

Cl = 2,6 mL/min/kg AUC = 10,5 pg-h/kg
ER =2,8% F=16%

V; = 0,085 L/kg Cmax = 1,8 pg/mL
t%2=3,9h

AUC = 6,6 (ug-h/kg

2. Rato: As farmacocinéticas do Composto 72 foram examinadas em
ratos Sprague-Dawley machos (n = 3/ponto de tempo) seguindo admi-
nistracao de bolus IV (2 mg/kg) ou PO (30 mg/kg). Sangue foi experi-

mentado nos mesmos tempos como listado para o estudo de PK de

Camundongo.

IV: 1mg/kg Oral: 30mg/kg

Cl = 3,2 mL/min/kg AUC = 35 ug-hr/kg
ER =4,6% F=15%

V; =0,048 L/kg Cmax = 4,5 (ng/mL
t%2=3,9h

AUC = 4,7 nug-h/kg

3. Macaco: as farmacocinéticas do Composto 72 foram examinadas
em macacos Cinomoélogos machos (n = 3/ponto de tempo) seguindo
administracdo de bolus IV (2 mg/kg) ou PO (10 mg/kg). Sangue foi ex-

perimentado nos mesmos pontos de tempo para o estudo de PK de

Camundongo.

IV: 1mg/kg Oral: 10mg/kg

Cl = 8,8 mL/min/kg AUC = 7,6 pug-h/kg
ER = 20% F=38%

V;=3,2 L/kg Cmax = 0,26 pg/mL
t¥%2=4,6h

AUC = 4,1 ug-h/kg
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Exemplo |
Composto 72 em um modelo de rato de artrite induzida por colageno
CIA

[000154] Composto 72 foi dosado na forma de pré-farmaco (Com-

posto 74) neste estudo. Ratos de Lewis fémea (200 g); n = 8 por grupo
de tratamento foram injetados com adjuvante incompleto de
Freund/colageno tipo Il (300 uL de injecéo de 0,6 mg de colageno, su-
perficie dorsal Dia O e Dia 6). Os animais foram dosados com: (1) Vei-
culo: 5 mL/kg, PO, BID x 7; (2) Composto 72: 0,3, 1, 3 ou 10 mg/kg,
PO, BID x 7; ou (3) ENBREL®: 10 mg/kg, SC, Dias 1 e 4. ENBREL®
servido como um controle positivo. Compostos foram administrados
nos dias 11-18. O diametro do tornozelo foi medido no dia 11 e diaria-
mente depois disso (Figura 70). No final do estudo, o peso da pata e
histologia microscopica foram determinados. Tanto as patas traseiras
guanto os joelhos foram removidos, as patas traseiras pesadas e, em
seguida, colocadas, com os joelhos, em formalina. Depois de 1-2 dias
em fixador e 4 - 5 dias em descalcificador, articulacbes do tornozelo e
os joelhos foram processados, implantados, secionados e manchados
com azul de toluidina. Os tornozelos e joelhos foram determinados
com escores de 0-5 para inflamacéo, formacao de pano e reabsorcéo
0ssea.

[000155] Os resultados mostram que o Composto 72 dependente-
mente de dose melhorou todos os parametros associados com este
modelo de doenca. Para diametro do tornozelo e histopatologia, o
Composto 72 teve uma EDso aparente de 1,5 e 3,0 mg/kg, respectiva-
mente. Em 10 mg/kg o Composto 72 induziu o regresso de doenca pe-
lo final do estudo.

Exemplo J

Composto 72 inibe angiogénese in vivo

[000156] Composto 72 foi dosado na forma de pré-farmaco (Com-
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posto 74) neste estudo. Camundongos CD-1 fémeas (19 - 22 g),n =4
grupos por tratamento, foram implantados subcutaneamente com 500
puL de matrigel reduzido com fator de crescimento contendo 1500
ng/mL de bFGF ou 0 ng/mL de bFGF como um controle negativo.
Compostos teste foram administrados por gavagem oral nos horarios e
doses indicadas. Os animais foram dosados com (1) Veiculo: 30 mM
de tampao de fosfato, 10 mL/kg, PO, BID x 7; (2) Composto 72: 10, 30
ou 100 mg/kg de farmaco ativo, PO, BID x 7; ou (3) SU11248: (Sutent)
40 mg/kg, PO, QD x 7. Sutent € um inibidor de KDR e servido como
um controle de farmaco positivo neste estudo. Os animais foram euta-
nizados no dia 7. Matrigel foi colhido, pesado e homogeneizado em
solucéo salina tamponada por fosfato, pH 7,4. As amostras foram cen-
trifugadas e o lisado resultante analisado quanto a concentracao de
hemoglobina por reacédo colorimétrica. Composto 72 inibiu a angiogé-
nese induzida por bFGF de uma maneira dependente de dose. Em
100 mg/kg, angiogénese foi inibida significativamente por 72% (p <
0,05, teste de comparacao multipla de Dunnett).

Exemplo K

Composto 72 inibe Tumores direcionados a BCR-ADbI

[000157] Composto 72 foi dosado na forma de pré-farmaco (Com-
posto 74) neste estudo. Camundongos Scid-beige fémeas (17-20 g), n
= 8 por grupo, foram implantados com 107 células K562 subcutanea-
mente no flanco direito. Os compostos teste foram administrados por
gavagem oral nos horéarios e doses indicados quando os tumores al-
cancaram 200 + 50 mm?3 no tamanho. Os animais foram dosados com
(1) Veiculo: 20% de Trappsol, 10 mL/kg, PO, BID x 7; (2) Composto
74: 30 ou 100 mg/kg de farmaco ativo, PO, BID ou QD x 7) ou (3) Ima-
tinib (GLEEVEC®): 400 mg/kg, PO, BID x 7. Imatinib € um inibidor co-
nhecido de Abl e servido como um controle de farmaco positivo neste

estudo. O tamanho do tumor e peso corporal foram monitorados ao
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longo do estudo. Os resultados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6
Tratamento % de Regressao e Respostas completas
Imatinib
400 mg/kg BID 98% R (6/8)
Composto 72
30 mg/kg BID Estase (0/8)
100 mg/kg BID 93% de R (5/8)
100 mg/kg QD Estase (0/8)

[000158] Composto 74 foi eficaz neste modelo. A administracéo de
30 mg/kg BID ou 100 mg/kg QD resultou na estase de tumor, e 94%
de regresséo de tumor ocorreu e 5 ou 8 animais tiveram uma resposta
completa (100% de regressao de tumor) quando a dose foi aumentada
para 100 mg/kg BID. O Composto 72 foi bem-tolerado causando me-
nos que 10% de perda de peso corporal ao longo do curso de trata-
mento.

Exemplo L

Composto 72 em um modelo de mieloma multiplo

[000159] Composto 72 foi dosado na forma de pré-farmaco (Com-
posto 74) neste estudo. Camundongos Scid-beige fémeas (17-20 g), n
= 8 por grupo, foram implantados com 15 x 106 de células RPMI 8226
subcutaneamente no flanco a direita com veiculo (20% Trappsol, 10
mL/kg, PO, BID x 14) ou Composto 74 (100 mg/kg de farmaco ativo,
PO, BID x 14). Compostos teste foram administrados por gavagem oral
nos horarios e doses indicados quando os tumores alcancaram 200 *
50 mm? no tamanho. Tamanho de tumor e peso corporal foram monito-
rados ao longo do estudo e o Composto 72 foi avaliado quanto a ca-
pacidade de inibir o crescimento de tumor (% de TGI = (1-T/C) x 100).
Os resultados sao mostrados na Tabela 7. Composto 72 (dosado em
sua forma de pro-farmaco como Composto 74) produziu um efeito es-

tatisticamente significante sobre o crescimento de tumor durante o cur-
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so deste estudo. Estes dados sugerem que o efeito do Composto 72
observado neste estudo seja além de ou independente de sua capaci-
dade de inibir p38. Composto 72 foi bem tolerado causando menos de

10% de perda do peso corporal ao longo do tratamento.

Tabela 7

Grupo % de Inibicdo de crescimento de tumor
(TGI)

Controle 0%

Composto 37d

60 mg/kg 31%

Composto 72

100 mg/kg 67%

[000160] A linhagem celular de mieloma multiplo RPMI 8226 foi tra-
tada com varias concentracdes do inibidor de proteassoma MG-132
(para servir como um controle positivo) ou Composto 72 durante 72
horas a 37 °C, 5% de CO.. Viabilidade da célula foi, em seguida, me-
dida utilizando-se CellTiter Blue (Promega) para determinar valores de
ICs0 para cada composto (Tabela 8). O tratamento com Composto 72
nao foi antiproliferativo sobre a faixa de concentracdo indicada. MG-
132 produziu uma ICso que estava dentro das faixas historicas de teste
interno (Tabela 8). Estes dados indicam fortemente que o efeito de TGl
observado para o Composto 72 visto in vivo é provavel devido aos
efeitos extratumorais. Um tal papel é consistente com relatos publica-
dos que sugerem que a atividade de ambos p38 e Tie2 pode ser critica

para crescimento/sobrevivéncia deste tipo de tumor in vivo.

Tabela 8

Composto ICs0 de Proliferacao
MG-132 114 nM

Composto 72 >10.000 nM
Exemplo M

Atividade celular do composto 72 contra VEGFR?2
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[000161] HUVECs foram privadas de soro durante 2 horas, em se-
guida, tratadas com concentragdes variadas de Composto 72 ou o ini-
bidor de VEGFR2 de controle ((2)-3-[(2,4-Dimetil-3-
(etoxicarbonil)pirrol-5-il)metilidenillindolin-2-ona) durante 60 minutos
antes da estimulagcdo com 20 ng/mL de VEGF durante 5 minutos. Os
lisados de varios tratamentos foram preparados e imunoblotteds com
anticorpos especificos para VEGFR2 fosforilado em Tyrl1175. Mancha
resultante para o Composto 72 e o inibidor de controle VEGFR1 foram,
em seguida, imageados e quantificados utilizando-se o imageador LI-
COR Aeriustm. Sinal de Fosfo-VEGFR2 foi normalizado em GAPDH
como um controle de carregamento. Estes valores foram, em seguida,
utilizados para gerar valores de ICso para o Composto 72 e o inibidor
de VEGFR2 de controle VEGFR1, empregando-se um protocolo de
ajustamento de curva de 4-parametros.

[000162] Composto 72 inibe a autofosforilacéo tipo Il do receptor en-
dotelial vascular (VEGFR2) em HUVECSs. Os resultados mostram que
o tratamento do Composto 72 resulta em uma inibicdo dependente de
dose de autofosforilacdo de VEGFR2 no residuo de Tirosina 1175 com
uma ICsp de 48 nM

EXEMPLOS PREPARATIVOS

[000163] Nos exemplos descritos abaixo, a menos que de outra ma-
neira indicado, todas as temperaturas sdo mencionadas em graus Cel-
sius. Os reagentes foram adquiridos de fornecedores comerciais tal
como Aldrich Chemical Company, Lancaster, TCI ou Maybridge, e fo-
ram utilizados sem outra purificacdo a menos que de outra maneira
indicado. Tetraidrofurano (THF), N,N-dimetilformamida (DMF), diclo-
rometano (DCM), tolueno, dioxano e 1,2-difluoroetano foram adquiri-
dos a partir de Aldrich em frascos com selo Sure e utilizados como re-
cebido.

[000164] As reacdes mencionadas abaixo foram feitas geralmente
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sob uma presséao positiva de nitrogénio ou argénio ou com um tubo de
secagem (a menos que de outra maneira indicado) em solventes ani-
drosos, e os frascos de reacéo foram tipicamente adaptados com sep-
tos de borracha para a introducéo de substratos e reagentes por meio
de seringa. Artigos de vidro foram secados em forno e/ou secados no
calor.

[000165] Cromatografia de coluna foi feita em um sistema Biotage
(Fabricante: Dyax Corporation) tendo uma coluna de silica-gel ou em
um cartucho SepPak de silica (Waters).

[000166] Espectros de *H-RMN foram registrados em um instrumento
Varian que opera em 400 MHz. Espectros de 'H-RMN foram obtidos
como solugdes de CDCls (relatado em ppm), utilizando-se cloroférmio
como o padrao de referéncia (7,25 ppm). Outros solventes de RMN
foram utilizados quando necessario. Quando multiplicidades de pico
sao relatadas, as abreviacdes seguintes séo utilizadas: s (singleto), d
(dubleto), t (tripleto), m (multipleto), br (ampliado), dd (dubleto de du-
bletos), dt (dubleto de tripletos). Constantes de acoplamento, quando
determinadas, sao relatadas em Hertz (Hz).

Exemplo 1

Preparacdo de 1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-(5-fldor-2-(1-(2-
hidroxietil)-1H-indazol-5-iléxi)benzil)uréia (72): Método 1

[000167] A sintese do composto (72) de acordo com o Método 1 é

mostrada no Esquema 1, etapas A a J.

[000168] Etapa A: preparacdo de 2-(benziloxi)-5-fluorobenzonitrila
62: em um frasco de base arredondada de 4 gargalos de 12 L equipa-
do com um agitador mecanico e sonda de temperatura, uma suspen-
sao de hidreto de sodio (74 g, 1,82 mol) em DMF (1,95 L) foi adiciona-
da alcool benzilico (142 g, 1,3 mol) através de um funil de gotejamento
lentamente durante 30 minutos em um banho de gelo sob nitrogénio. A

mistura foi agitada em um banho de gelo (0 °C) durante 120 minutos,
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uma solucéo de 2,5-difluorobenzonitrila (180 g, 1,3 mol) em DMF (650
mL) foi adicionada através de um funil de gotejamento durante 35 mi-
nutos. A mistura resultante foi aquecida até a temperatura ambiente.
Depois de 2 horas, a mistura foi resfriada em um banho de gelo (4 °C)
e extinguida com NH4Cl saturado (130 mL) seguido pela adicdo de
agua (2,6 L x 3). A suspensdao foi agitada durante a noite a temperatu-
ra ambiente e o precipitado foi filtrado e lavado com agua (650 mL x
3). O sdlido foi secado em vacuo durante 2 dias para produzir 292 g
(99,3%) do composto desejado. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg) d 7,78
(dd, 1H,J=3,2Hz,J=8,2Hz),7,5- 7,76 (m, 1H), 7,35 - 7,48 (m, 6H),
5,28 (s, 2H).

[000169] Etapa B: preparacdo de 5-Fluor-2-hidroxibenzonitrila 63:
10% de Pd/C seco (2,48 g) foram colocados em um frasco de 5 L sob
N2. Uma solucdo de 2-(benzildxi)-5-fluorobenzonitrila (148 g, 651
mmols) em metanol (2,34 L) foi adicionada lentamente sob N>. O ar do
frasco foi removido por vacuo e o frasco foi carregado com H» (baldo)
trés vezes. A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante 1
hora. O processo anterior foi repetido mais duas mais para empurrar a
reacdo até a conclusédo. A mistura foi agitada em temperatura ambien-
te durante mais 2 horas. A mistura foi filtrada através de uma almofada
de Celite sob N2 e lavada com EtOAc (150 mL x 2). O residuo de pala-
dio foi enxaguado com agua (50 mL) e descartado. Os filtrados foram
concentrados para produzir (94,6 g, 106%) do composto desejado co-
mo um sélido amarelo. MS (APCI -) m/z 137 (M-1) foi detectada. *H
RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,07 (br, 1H), 7,58 (dd, 1H, J = 3,2 Hz, J
= 8,2 Hz), 7,43 (m, 1H), 6,91-7,03 (dd, 1H J = 4,5 Hz, J = 9,2 Hz).
[000170] Etapa C:. preparacdo de 5-Fluor-2-(4-metil-3-nitrofendxi)
benzonitrila 64: em um frasco de 5L de 3 gargalos equipado com um
agitador mecanico, um condensador e uma sonda de temperatura J-

Kem, uma solucéo de 5-fldor-2-nitrotolueno (158 g, 1,02 mol) em N,N-
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dimetilacetamida (500 mL) foi adicionada a uma mistura de 5-flGor-2-
hidroxibenzonitrila (147 g, 1,07 mol) e carbonato de potassio (163 g,
1,2 mol) em N,N-dimetilacetamida (573 mL) em temperatura ambiente.
A mistura foi aquecida a 100 °C. Depois de 8 horas, a mistura de rea-
cao foi resfriada em temperatura ambiente e agua (3400 mL) foi adici-
onada em um banho de gelo. O precipitado foi filtrado, lavado com
agua (1073 mL x 2), e secado em vacuo (40 °C) para produzir (264 g,
90%) do composto desejado como um solido marrom. MS (APCI -) m/z
272 (M-1) foi detectada. *H RMN (400 MHz, CDCIs3) 6 8,10 (d, 1H,J =9
Hz), 7,41 - 7,48 (m, 1H), 7,38 (m, 1H), 7,07 - 7,14 (m, 1H), 6,88 - 7,10
(m, 1H), 2,63 (s, 3H).

[000171] Etapa D: preparacdo de 2-(3-amino-4-metilfenoxi)-5-
benzonitrila 65: em um frasco de base arredondada de 4 gargalos de
12000 mL equipado com um agitador mecanico, um condensador e
uma sonda de temperatura J-Kem, 2-(3-amino-4-metilfendxi)-5-
benzonitrila (247 g, 907 mmols) e pé de Zn (297 g, 4,5 mols) foram co-
locados e suspensos em 1:1 de MeOH/THF (2,2 L). NH4Cl aquoso sa-
turado (1,6 L) foi adicionado lentamente durante 40 minutos atravées de
um funil de adicao (mantendo a temperatura interna sob 60 °C). A mis-
tura de reacéo foi resfriada em temperatura ambiente e agitada em
temperatura ambiente durante 1 hora. P6 de zinco foi removido por
filtracdo e a massa foi lavada com EtOAc (450 mL x 3). NH4OAc aquo-
so saturado (1500 mL, preparado de 2 kg de NH4OAc e 4 L de H20) e
H20 (1500 mL x 2) foi adicionado. Os filtrados foram concentrados por
evaporacao rotativa até que quase toda a agua permaneca. O solido
castanho foi filtrado e lavado com H20 (1500 mL x 4), e secado em
vacuo para fornecer 211,5 g (96%) do composto desejado. MS (APCI
+) m/z 243 (M+1) foi detectada. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 7,38 (m,
1H), 7,18 (m, 1H), 6,65 - 6,85 (m, 5H), 3,60 (br, 2H), 2,17 (s, 3H).
[000172] Etapa E: preparacdo de 2-(1 H-indazol-5-iloxi)-5-
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fluorobenzonitrila 66: em um frasco de base arredondada de 6 L equi-
pado com um agitador mecanico, sonda de temperatura J-KEM, uma
solucéo fria (0 °C) de 2-(3-amino-4-metilfenodxi)-5-benzonitrila (209 g,
862 mmols) e NH4BF4 em acido acético (1,75 L)/agua (862 mL) foi tra-
tada com HCI concentrado (359 mL) gota a gota durante 2 minutos. A
suspenséao foi agitada em um banho de gelo durante 30 minutos e nitri-
to de sddio foi adicionado. A mistura de reacao foi agitada a 0 °C du-
rante 1 hora e, em seguida, aquecida em temperatura ambiente. De-
pois da agitacdo em temperatura ambiente durante 3 horas, os solven-
tes foram removidos por evaporacao rotativa e azeotropados com to-
lueno (200 mL x 2). O residuo foi secado em vacuo durante a noite. O
sélido foi suspenso em acetona (200 mL) e EtOAc (200 mL) e os sol-
ventes foram removidos por evaporacao rotativa. O residuo foi sus-
pensa em EtOAc (200 mL) e removido por evaporacéao rotativa. O re-
siduo foi suspenso em EtOAc (1145 mL) e acetato de potassio (254 g,
2,6 mol) foi adicionado em uma porcao. A mistura foi agitada em tem-
peratura ambiente durante 20 horas e filtrada. A massa foi lavada com
EtOAc (500 mL x 6). Os filtrados combinados foram concentrados. O
residuo foi suspenso em EtOAc (500 mL) e heptano (500 mL). O sdlido
amarelo foi filtrado (141,3 g). O liquido-mae foi concentrado e recrista-
lizado a partir de MTBE/Hexano (100 mL/100 mL) para proporcionar
20,1 g. O segundo liguido-méae foi concentrado e triturado com
MTBE/heptano (100 mL/100 mL) para produzir um adicional de 14,28
g. Colheitas combinadas produziram 176 g (81% de rendimento) do
composto desejado. MS (APCI +) m/z 254 (M+1) detectada. 'H RMN
(400 MHz, DMSO-de) & 13,38 (br, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,94 (dd, 1H, J =
3,1 Hz, J=8,2 Hz), 7,64 (d, 1H, J = 9 Hz), 7,54 (m, 2H), 7,21 (dd, 1H, J
=9 Hz), 6,96 (dd, 1H, J =4,3 Hz, J = 9,3 Hz).

[000173] Etapa F: preparacao de 2-(1-(2,2-dimetoxietil)-1H-indazol-5-

il6xi)-5-fluorobenzonitrila 67: 2-(1H-Indazol-5-iloxi)-5-fluorobenzonitrila
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(5,000 g, 19,7 mmols) foi suspensa em N,N-dimetilacetamida (50 mL)
e hidreto de sodio (0,684 g, 25,7 mmols) foi adicionado porcéo a por-
cdo em temperatura ambiente. 2-Bromo-1,1-dimetoxietano (3,49 mL,
29,6 mmols ) foi adicionado gota a gota em uma porgéo e a mistura de
reacado foi aquecida a 80 °C durante 18 horas. A mistura de reacgéao foi
resfriada em temperatura ambiente e concentrada sob presséo reduzi-
da para proporcionar o material bruto, que foi dividido entre EtOAc e
NH4CIl aquoso saturado. As camadas organicas combinadas foram la-
vadas com agua (3x), salmoura e secadas (MgSO4) e, em seguida,
concentradas sob presséao reduzida para proporcionar o material bruto.
O produto bruto foi purificado por cromatografia de coluna instantanea
(eluente 25% de EtOAc/Hexanos) para fornecer 3,88 g (57,6%) do
composto desejado. O isdbmero N-2 nao foi isolado. MS (APCI +) m/z
342 (M+1) foi detectada. *H RMN (400 MHz, CDCl3) & 7,98 (s, 1H),
7,54 (d, 1H, J = 9 Hz), 7,36 (m, 2H), 7,16 (m, 2H), 6,82 (dd, 1H, J = 4,3
Hz, J = 9,3 Hz), 4,76 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 4,49 (d, 2H, J = 5,3 Hz), 3,41
(s, 6H).

[000174] Etapa G: preparacéo de (2-(1-(2,2-dimetoxietil)-1H-indazol-
5-iloxi)-5-fluorofenil)metanamina 68: 2-(1-(2,2-Dimetoxietil)-1H-indazol-
5-iléxi)-5-fluorobenzonitrila (3,80 g, 11,13 mmols ) em THF (100 mL) foi
adicionado gota a gota a uma suspensao a 0°C agitada de hidreto de
aluminio de litio (0,6338 g, 16,70 mmols ) em THF (100 mL). A mistura
de reacao foi mantida a 0°C até que a adicdo completa do material de
partida fosse alcancada. A mistura de reacao foi aquecida em tempe-
ratura ambiente e agitada até que o consumo completo do material de
partida fosse visto por analise de HPLC. A mistura de reacéao foi adici-
onada gota a gota a uma solucéo em temperatura ambiente agitada de
sal de Rochelle aquoso saturado. A mistura de duas fases foi agitada
rapidamente durante 30 minutos até que os sais de aluminio estejam

na solucéo. As camadas foram separadas e a camada aquosa extrai-
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da com mais EtOAc. Os organicos combinados foram secados
(MgSO4) e concentrados sob pressao reduzida para proporcionar 3,73
g (97%) do produto bruto que foi utilizado sem outra purificacdo. MS
(APCI +) m/z 346 (M+1) foi detectada. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
7,90 (s, 1H), 7,48 (d, 1H, J =9 Hz), 6,9 - 7,15 (m, 5H), 4,76 (t, 1H, J =
5,3 Hz), 4,49 (d, 2H, J = 5,3 Hz), 3,88 (s, 2H), 3,36 (s, 6H).

[000175] Etapa H: preparacao de 1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
i)-3-(2-(1-(2,2-dimetoxietil)-1H-indazol-5-il6xi)-5-fluorobenzil)uréia  70:
(2-(1-(2,2-dimetoxietil)-1H-indazol-5-iléxi)-5-fluorofenil)metanamina
(2,00 g, 5,791 mmols ), 2,2,2-tricloroetil-3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-
5-ilcarbamato (3,516 g, 8,686 mmols ) e N,N-diisopropiletilamina
(3,026 mL, 17,37 mmols ) foram suspensos em N,N-dimetilacetamida
(50 mL) e aquecidos a 80 °C durante a noite. A mistura de reacao foi
concentrada sob presséao reduzida e os residuos diluidos com EtOAc e
NH4CIl aquoso saturado. Os organicos foram lavados com agua (3x),
salmoura, secados (MgSOQa) e, em seguida, concentrados sob presséo
reduzida para proporcionar o material bruto que foi purificado por cro-
matografia de coluna instantdanea (eluente 35 - 45% de EtO-
Ac/Hexanos). Depois da evaporacao do solvente, o produto desejado
foi obtido como uma espuma amarela pélida (2,57 g, 74%). MS (APCI
+) m/z 602 (M+1) foi detectada. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) d 7,88
(s, 1H), 7,43 (d, 1H, J = 9 Hz), 6,72 - 7,30 (m, 9H), 6,18 (s, 1H), 6,01
(br, 1H), 5,47 (t, 1H, J = 6,1 Hz), 4,76 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 4,44 (t, 4H, J
= 5,6 Hz), 3,38 (s, 6H), 2,37 (s, 3H), 1,30 (s, 9H).

[000176] Etapa I. preparacao de 1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
il)-3-(5-fluor-2-(1-(2-oxoetil)-1H-indazol-5-iloxi)benzil)uréia  71: 1-(3-
terc-Butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-((2-(1-(2,2-dimetoxietil)- 1H-indazol-
5-iloxi)-5-fluorofenil)metil)uréia (0,500 g, 0,8324 mmol) foi dissolvida
em diclorometano em temperatura ambiente e iodotrimetilsilano

(0,3554 mL, 2,497 mmols ) adicionado gota a gota a solucao agitada.
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A mistura de reacéo foi monitorada por analise de HPLC e quando ne-
nhum material de partida foi detectado, a mistura foi diluida com diclo-
rometano e lavada com 10% de Na:S:04 aquoso, NaHCO3 aquoso
saturado, salmoura, secada (MgSQOa) e concentrada sob presséo redu-
zida para proporcionar 536 mg (rendimento quant.) do produto bruto,
que foi utilizado sem outra purificacdo. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) &
9,76 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 6,78 - 7,30 (m, 10H), 6,17 (s, 1H), 5,99 (br,
1H), 5,44 (q, 1H, J = 6,1 Hz), 4,46 (m, 4H), H 2,35 (s, 3H), 1,34 (s, 9H).
[000177] Etapa J: preparacao de 1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
il)-3-(5-fluor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-il6xi)benzil)uréia 72: 1-(3-
terc-Butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-((5-fluor-2-(1-(2-oxoetil)-1H-indazol-
5-iléxi)fenil)metil)uréia (2,179 g, 3,929 mmols ) foi suspensa em MeOH
(40 mL) e tratado com boroidreto de sédio (0,7432 g, 19,64 mmols )
porcdo a porcdo em temperatura ambiente. A mistura de reacdo foi
agitada em temperatura ambiente até que a conversao completa do
material de partida para produto fosse observada por andlise de
HPLC. A mistura de reacao foi concentrada sob pressao reduzida e,
em seguida, diluida com NH4Cl aquoso saturado e extraida em diclo-
rometano. Os materiais organicos foram secados (MgSQO4) e concen-
trados sob pressao reduzida para proporcionar o material bruto que foi
purificado por cromatografia de coluna instantanea (eluente 2-6% de
IPrOH/DCM) para fornecer 1,21 g (55%) do composto desejado. MS
(APCI +) m/z 557 (M+1) foi detectada. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) d
8,29 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,68 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,35 (s, 1H), 6,85-
7.4 (m, 8H), 6,24 (s, 1H), 4,87 (t, 1H, J = 5,4 Hz), 4,43 (t, 1H, J = 5,6
Hz), 4,28 (d, 1H, J = 5,9 Hz), 3,80 (g, 1H, J = 5,5 Hz), 2,35 (s, 3H),
1,25 (s, 9H).

Exemplo 2

Preparacdo de Diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-

1H-pirazol-5-i)ureido)metil)-4-fluorofenodxi)-1H-indazol-1-il)etila (74):
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Método 1

[000178] A sintese do composto (74) de acordo com o Método 1 é
mostrada no Esquema 1, etapa K a L.

[000179] Etapa K: preparacao de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-
pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenodxi)-1H-indazol-5-il)etilfosfato de
dibenzila 73: 1-(3-terc-Butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-((5-flior-2-(1-(2-
hidroxietil)-1H-indazol-5-iléxi)fenil)metil)uréia (0,357 g, 0,6414 mmol),
diisopropilfosforamidita de difenila (0,2970 ml, 0,9620 mmol) e 2H-
tetrazol (0,07189 g, 1,026 mmol) foram suspensos em DMF (10 mL) e
agitados em temperatura ambiente até que a analise de TLC (10:1 de
DCM-Et20) mostrasse o consumo completo do material de partida. Pe-
roxido de hidrogénio de t-butila (0,4439 mL, 3,207 mmols ) foi adicio-
nado e, em seguida, a reacdo monitorada por analise de HPLC. Na
concluséo da reacédo, 10% de Na»S203 aquoso foram adicionados e a
mistura de reacao foi agitada durante 10 minutos. A mistura de reacao
foi vertida em NaHCOs3 aquoso saturado e extraida em EtOAc. Os ma-
teriais organicos combinados foram lavados com agua (2x) e salmou-
ra. Os organicos foram secados (MgSO4) e concentrados sob presséo
reduzida para proporcionar o material bruto, que foi purificado por
cromatografia de coluna instantanea (eluente 30 - 40% de EtO-
Ac/Hexanos) para fornecer 458 mg (87%) do composto desejado. MS
(APCI +) m/z 817 (M+1) foi detectada. 'H RMN (400 MHz, CDCls) d
7,85 (s, 1H), 6,7 - 7,35 (m, 10H), 6,18 (s, 1H), 6,16 (s, 1H), 4,62 (s,
1H), 5,36 (t, 1H, J = 6 Hz), 4,81 (d, 4H, J = 8,2 Hz), 4,54 (t, 2H, J = 5,1
Hz), 4,39 (m, 4H), 2,35 (s, 3H), 1,25 (s, 9H).

[000180] Etapa L: preparacao de diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-
terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenodxi)-1H-
indazol-1-il)etila 74: fosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-
pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenodxi)-1H-indazol-1-il)etila (1,920 g,
2,35 mmols ) foi suspenso em EtOH (0,05M, 50 mL) e cicloexa-1,4-
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dieno (3,56 ml, 82,14 mmols ) e 10% de Pd/C (20%/peso, 0,384 Q) fo-
ram adicionados. A mistura de reacéo foi refluxada durante a noite. A
mistura de reacéo foi filtrada através de papel GF e lavada com MeOH.
As camadas organicas foram concentradas sob pressao reduzida para
proporcionar o material bruto, que foi dissolvido em MeOH e passado
através de um filtro Gellman acrodisk (0,45 um) para remover sinal de
contaminacdo de paladio. Depois da evaporacdo do solvente, a goma
resultante foi triturada em CH3CN e os sélidos formados foram coleta-
dos por filtracdo e secados sob alto vacuo durante 3 horas para forne-
cer 1,21 g (89%) do composto desejado. MS (APCI +) m/z 637 (M+1)
foi detectada. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & 8,30 (s, 1H), 8,00 (s,
1H), 7,71 (d, 1H, J = 9 Hz), 6,88-7,37 (m, 10H), 6,24 (s, 1H), 4,61 (br,
1H), 4,28 (d, 2H, J = 5,7 Hz), 4,19 (dd, 2H, J = 5,2 Hz), 2,35 (s, 3H),
1,25 (s, 9H).

Exemplo 3

Preparacdo de 1-(3-terc-Butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-((5-fldor-2-(1-
(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-il6xi)fenil)metil)uréia (72): Método 2

[000181] Um método alternativo para a sintese do composto (72), de
acordo com o Método 2, é mostrado no Esquema 2, etapas A a F.

[000182] Etapa A: preparacdo de 2-(4-amino-3-metilfenoxi)-5-
fluorobenzonitrila 65: em um frasco de 4 gargalos de 3 L que foi eva-
cuado e preenchido novamente com argobnio, 2,5-difluorobenzonitrila
(295,3 ml, 812,0 mmols ) e 4-amino-3-metilfenol (100,0 g, 812,0 mmols
) foram dissolvidos em DMSO seco (2,75 M) com agitacdo rapida em
temperatura ambiente. A solucédo foi evacuada/preenchida novamente
com arg6bnio (3x). Carbonato de potassio (185,2 g, 1340 mmols ) (ma-
Iha-325) foi adicionado. A mistura de reacéo foi evacuada/preenchida
novamente com argoénio (3x) e aquecida a 80°C (sonda interna) duran-
te 16 horas. TLC indicou conversdo completa. A mistura de reacao foi

resfriada em temperatura ambiente e vertida lentamente em 2 L de
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agua gelada com agitacéo rapida. O residuo no frasco de base arre-
dondada foi apreendido em agua repetidamente e vertido na agua ge-
lada até que um volume total de 3 L fosse alcancado e todos os soli-
dos ficassem na agua gelada. A suspensdo foi agitada rapidamente
durante 2 horas quando alcancou a temperatura ambiente. Os so6lidos
marrons foram coletados por filtracdo, lavados com agua (3 L), seca-
dos a ar, secados com barragem de latex, e secados sob alto vacuo a
40 °C durante 44 horas para fornecer 194 g (99%) do produto deseja-
do como um sélido bronzeado. MS (APCI +) m/z 243 (M+1) foi detec-
tada. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 7,38 (m, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,65 -
6,85 (m, 5H), 3,60 (br, 2H), 2,17 (s, 3H).

[000183] Etapa B: preparacdo de 2-(1H-Indazol-5-iloxi)-5-fluoro-
benzonitrila 66: em um frasco de um gargalo de 500 mL contendo uma
barra de agitacdo magnética grande, 2-(4-amino-3-metilfendxi)-5-
fluorobenzonitrila (274,5 ml, 219,6 mmols) foi apreendida em clorofor-
mio (0,8 M) e tratada com acetato de potassio (25,86 g, 263,5 mmols )
em temperatura ambiente. A mistura de reacao foi resfriada a 0°C e
tratada com anidrido acético (62,28 mL, 658,8 mmols ) por funil de adi-
cao durante 5 minutos. A reacao foi adaptada com um condensador de
refluxo, tratada com 100 mL de cloroféormio adicional, e aquecida a 40
°C. Nitrito de isoamila (58,74 mL, 439,2 mmols ) foi adicionada gota a
gota por um funil de adicdo. O funil de adicao foi enxaguado com 60
mL + 40 mL de cloroférmio, removido, e substituido com um tampéao
de vidro. A reacéo foi aquecida em refluxo durante 20 horas, resfriada
em temperatura ambiente, e concentrada em vacuo em um solido mar-
rom. Depois de ser secado sob alto vacuo durante 30 minutos, o sélido
marrom foi suspenso em 1 L de agua, agitado vigorosamente durante
15 minutos, e filtrado. O solido marrom alaranjado resultante (83 g) foi
apreendido em 400 mL de MeOH e tratado com 1,0 M de acido clori-

drico (241,6 mL, 241,6 mmols ) em temperatura ambiente. A mistura
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foi adaptada com um condensador de refluxo e aquecida a 70 °C du-
rante 20 horas. A reacao foi resfriada a 0 °C e 1,0 M de hidréxido de
sodio (252,6 mL, 252,6 mmols ) foi adicionado, seguido por agua (250
mL). A suspensao amarela resultante foi agitada no banho de gelo du-
rante 10 minutos e em seguida permitida assentar. A suspensao foi
filtrada, lavada com agua (1 L), secada a ar, secada com barragem de
latex, e secada sob alto vacuo a 40 °C durante 36 horas, para fornecer
50,7 g (91%) do produto desejado como um solido castanho de fluxo
livre. MS (APCI +) m/z 254 (M+1) detectada. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 13,38 (br, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,94 (dd, 1H, J = 3,1 Hz, J =
8,2 Hz), 7,64 (d, 1H, J = 9 Hz), 7,54 (m, 2H), 7,21 (dd, 1H, J = 9 Hz),
6,96 (dd, 1H, J=4,3 Hz, J = 9,3 H2).

[000184] Etapa C: preparacdo de 2-(5-(2-ciano-4-fluorofenoxi)-1H-
indazol-1-il)acetato de metila 77: 2-(1H-Indazol-5-iloxi)-5-
fluorobenzonitrila (40,7 g, 160,7 mmols ) foi dissolvida em 400 mL de
DMF e a solucéo foi colocada em um banho de 4gua (temperatura
ambiente). Carbonato de césio (157,1 g, 482,2 mmols ) foi adicionado.
Depois de 30 minutos em um banho de agua, 2-bromoacetato de meti-
la (33,47 ml, 353,6 mmols ) foi adicionada gota a gota. A mistura foi
agitada em temperatura ambiente durante 4 horas. A mistura foi adici-
onada agua (400 mL, ligeiramente exotérmica) e a mistura inteira foi
transferida para um funil separador de 2 L (continha 400 mL de EtO-
Ac). As camadas foram separadas, e a camada aquosa foi extraida
com EtOAc (3 X 200 mL). Os extratos combinados foram lavados com
agua e salmoura e as camadas foram separadas. A camada organica
foi secada em MgSO., filtrada através de uma almofada de Celite,
concentrada sob pressédo reduzida, e secada sob alto vacuo durante 1
hora para fornecer 66,3 g de solido castanho. O sélido foi dissolvido
em 400 mL de EtOAc quente e tratado com carvao durante 10 minutos

sob refluxo. A mistura foi filtrada através de uma almofada de Celite e
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concentrada sob pressado reduzida. Materiais insoltveis foram removi-
dos por filtracdo. O sdlido foi dissolvido em 300 mL de EtOAc quente e
300 mL de hexanos foram adicionados. A mistura foi resfriada em
temperatura ambiente. Sélido marrom claro foi coletado por filtragéo,
32,24 g (61,7%). MS (APCI +) m/z 326 (M+1) foi detectada. *H RMN
(400 MHz, CDCI3), 8,03, 1H), 7,41, 7,36 (m, 3H), 7,22, 7,16 (m, 2H),
6,81 (dd, J = 4,29 Hz, 9,37 Hz, 1H), 5,19 (s, 2H), 3,79 (s, 3H)

[000185] Etapa D: preparacao de dicloridrato de 2-(5-(2-(aminometil)-
4-fluorofendxi)-1H-indazol-1-il)acetato de metila 78: 2-(5-(2-ciano-4-
fluorofenoxi)-1H-indazol-1-il)acetato de metila (10,00 g, 30,74 mmols )
foi colocado em um vaso de hidrogenacao Parr de 2500 mL. Metanol
(0,1M, 310 mL) e HCI concentrado (25,62 ml, 307,4 mmols ) foram adi-
cionados. 10% de Pd/C (2,0q, tipo Degussa) foram adicionados e o
vaso foi purgado com gas hidrogénio (trés vezes, nenhuma evacuacao
de véacuo foi feita). O vaso foi carregado com gas hidrogénio em 2,81
kg/cm? e foi deixado no agitador durante 18 horas. A mistura foi adici-
onado 1,0g adicional de 10% de Pd/C e a mistura foi colocada outra
vez no hidrogenador Parr durante um adicional de 18 horas. A mistura
foi filtrada através de uma almofada de Celite e concentrada sob pres-
sao reduzida (temperatura de banho mantida abaixo de 20 °C). O resi-
duo foi azeotropado com MeOH (3 X 100 mL). A temperatura do banho
foi elevada para 40°C depois do terceiro azeétropo. O residuo (6leo)
foi secado sob alto vacuo durante 2 horas para fornecer o produto de-
sejado como um solido amarelo (11,69, 93,8%). MS (APCI +) m/z 330
(M+1) foi detectada. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) d 8,08 (s, 1H), 6,84
- 7,76 (m, 6H), 5,43 (s, 2H), 4,8 (br, 2H), 4,105 (q, 2H, J = 5,6 Hz), 3,68
(s, 3H).

[000186] Etapa E: preparacao de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-
pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenodxi)-1H-indazol-1-il)acetato de meti-

la 79: Uma solucdo de dicloridrato de 2-(5-(2-(aminometil)-4-
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fluorofenoxi)-1H-indazol-1-il)acetato de metila (17,5 g, 43,51 mmols )
em dimetilacetamida (0,5M, 88 mL) foi tratada com 2,2,2-tricloroetil-3-
terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-ilcarbamato (17,96 g, 44,38 mmols ),
seguido por diisopropiletilamina (30,3 mL, 174 mmols ) em temperatura
ambiente. A mistura foi aquecida durante a noite a 80 °C. A mistura foi
concentrada em vacuo e o residuo distribuido entre EtOAc e NH4CI
aquoso saturado. A camada organica foi separada e lavada com sal-
moura, filtrada através de papel 1PS, evaporada em vacuo em uma
espuma marrom. A espuma foi triturada em éter, e os sélidos precipi-
tados foram coletados por filtracdo para fornecer 22,55 g (89%) do
composto desejado. MS (APCI +) m/z 585 (M+1) detectada. *H RMN
(400 MHz, DMSO-ds) 6 8,3 (s, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,68 (d, 1H, J = 8,9
Hz), 6,85-7,37 (m, 8H), 6,24 (s, 1H), 5,4 (S, 2H), 4,28 (d, 2H, J = 5,8
Hz), 3,68 (s, 3H), 2,35 (s, 3H), 1,25 (s, 9H).

[000187] Etapa F: preparacéo de 1-(3-terc-Butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
i)-3-((5-fldor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-iléxi)fenil)metil)uréia  72:
Uma  solucao de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
iureido)metil)-4-fluorofendxi)-1H-indazol-1-il)acetato de metila (4,6 g,
7,87 mmols ) em metanol (0,1M, 80 mL) foi tratada com boroidreto de
sédio (893 mg, 23,6 mmols) em porcdes em temperatura ambiente. A
mistura foi agitada em temperatura ambiente durante 18 horas, e o
solvente evaporado em vacuo em um residuo amarelo escuro. O resi-
duo foi distribuido entre diclorometano e NH4Cl aquoso saturado. A
camada organica foi filtrada através de papel 1PS, evaporada em va-
cuo e purificada em Biotage eluindo com 2-10% de iPrOH/DCM. As
fracGes desejadas foram evaporadas em vacuo em uma espuma bran-
ca, 2,97 g (68%). MS (APCI +) m/z 557 (M+1) foi detectada. 'H RMN
(400 MHz, DMSO-de) & 8,29 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,68 (d, 1H, J = 9,1
Hz), 7,35 (s, 1H), 6,85-7,4 (m, 8H), 6,24 (s, 1H), 4,87 (t, 1H, J = 5,4
Hz), 4,43 (t, 1H, J = 5,6 Hz), 4,28 (d, 1H, J = 5,9 Hz), 3,80 (q, 1H, J =
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5,5 Hz), 2,35 (s, 3H), 1,25 (s, 9H).
Exemplo 4

Preparacdo de diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-p-tolil-

1H-pirazol-5-i)ureido)metil)-4-fluorofendxi)-1H-indazol-1-il)etila (74):
Método 2

[000188] Um método alternativo para a sintese do composto (72), de

acordo com o Método 2, é mostrado no Esquema 2, etapas G a H.
[000189] Etapa G: preparacédo de fosfato de di-terc-butil 2-(5-(2-((3-
(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenoxi)-1H-
indazol-1-il)etila 80: uma solucdo de 1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-
5-il)-3-((5-flor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-iléxi)fenil)metil)uréia
(1,5 g, 2,69 mmols ) em DMF (0,2M, 15 mL) foi tratada com imidazol
(183 mg, 2,69 mmols ), e cloridrato de imidazol (423 mg, 4,04 mmols )
em temperatura ambiente. Depois que a dissolu¢cdo completa foi ob-
servada, diisopropilfosforamidita de di-terc-butila (1,28 mL, 4,04 mmols
) foi adicionada. A agitagdo foi continuada em temperatura ambiente
durante 18 horas. Perdxido de hidrogénio (50% aquoso, 0,535 mL 9,43
mmols ) foi adicionado lentamente em temperatura ambiente, e a agi-
tacdo foi continuada durante 1 hora. A reacao foi completada como
detectado por LC e TLC. O residuo foi distribuido entre diclorometano
e 10% de Na»S»03 aquoso. A camada aquosa foi extraida com EtOAc
(2x). Os extratos organicos combinados foram lavados com salmoura,
filtrados através de papel 1PS, evaporados em vacuo até um Oleo
amarelo. O oleo foi purificado por um tampéo de silica-gel eluindo com
DCM, 3 - 5% de MeOH/DCM. As fracdes desejadas foram evaporadas
em vacuo para fornecer o produto desejado como uma espuma bran-
ca, 1,59 g (79%). MS (APCI +) m/z 749 (M+) foi detectada. *H RMN
(400 MHz, DMSO-de) & 8,29 (s, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,73 (d, 1H, J = 9,1
Hz), 6,79-7,35 (m, 8H), 6,23 (s, 1H), 4,62 (t, 2H, J = 4,7 Hz), 4,26 (m,
4H), 2,35 (s, 3H), 1,43, s, 9H), 1,25 (s, 18H).
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[000190] Etapa H: preparacédo de diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-
terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofendxi)- 1H-
indazol-1-il)etila 74: uma solugcao de di-terc-butil fosfato de 2-(5-(2-((3-
(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenoxi)-1H-
indazol-1-il)etila de (3,66 g, 4,89 mmols ) em EtOH (0,2M, 24 mL) foi
tratada com HCI a 5N /iPrOH (2,93 mL, 14,7 mmols ) em temperatura
ambiente. A agitagdo em temperatura ambiente foi continuada durante
a noite. O solvente foi evaporado em vacuo, e o residuo foi co-
evaporado a partir de tolueno, e éter (2x). A espuma bege foi apreen-
dida em MeOH e vertida lentamente em um béquer contendo agua. Os
sélidos precipitados foram coletados por filtracdo para fornecer 2,83 g
(91%) do produto desejado. MS (APCI +) m/z 637 (M+1) foi detectada.
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) d 8,30 (s, 1H), 8,00 (s, 1H), 7,71 (d, 1H,
J = 9 Hz), 6,88-7,37 (m, 10H), 6,24 (s, 1H), 4,61 (br, 1H), 4,28 (d, 2H, J
=5,7 Hz), 4,19 (dd, 2H, J = 5,2 Hz), 2,35 (s, 3H), 1,25 (s, 9H),

Exemplo 5

CN

o
N,
N

Ho.
5-fldor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-iloxi)benzonitrila (78A)
[000191] Em wuma solucdo de 2-(5-(2-ciano-4-fluorofenoxi)-1H-
indazol-1-il)acetato de metila 77 (preparado como no Exemplo 3) (60,0
g, 184,4 mmols ) em MeOH (370 mL) foi adicionado NaBH4 (24,42 q)

em cinco porcgdes de 5 gramas durante 90 minutos. A temperatura su-

biu de 25 °C para 44,7 °C na adicao final de NaBHa4. A mistura foi con-
centrada sob vacuo. Ao concentrado foi adicionado NH4Cl saturado
(600 mL) e EtOAc (600 mL) e a mistura foi agitada vigorosamente du-

rante 1 hora. As camadas foram separadas e a camada aquosa foi ex-
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traida com EtOAc (2 X 100 mL). Os orgéanicos combinados foram lava-
dos com NH4Cl saturado (2 X 100 mL), &gua (200 mL), salmoura (500
mL), secados em MgSOQs, filtrados através de papel GF/F e concentra-
dos em um sodlido laranja brilhante. O sélido bruto foi dissolvido em
CH2Cl> (1 L) e hexanos (2,25 L) foram adicionados com agitagdo. Um
s6lido marrom claro formou-se e depois da agitacdo durante 30 min, o
sélido foi coletado e secado sob alto vacuo para produzir 45,5 g. O fil-
trado foi concentrado sob pressdo reduzida. Este material foi re-
dissolvido em CH2Cl> (100 mL) e hexanos foram adicionados (200
mL). O sélido resultante (6,2 g) foi coletado por meio de filtracdo. As
duas colheitas foram combinadas para produzir 51,7 g (94,3%) de
78A. 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7,99 (s, 1H), 7,49 (d, 1H), 7,39, 7,36
(m, 2H), 7,21, 7,16 (m, 2H), 6,90 (dd, 1H), 4,49 (t, 2H), 4,17, 4,13 (m,
2H), 2,81 (t, 1H).

Exemplo 6

/\/O/o NH,
N\
N

Ho.
2-(5-(2-(aminometil)-4-fluorofendxi)-1H-indazol-1-ietanol (79A)
(Método A)
[000192] Em um agitador Parr de 250 mL foi adicionado 5-fldor-2-(1-
(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-il6xi)benzonitrila 78A (preparado como no
Exemplo 5) (80,0 g, 269,1 mmols ), Pd(OH)2 (32 g, 40% de carrega-
mento), EtOH (5 L) e HCI concentrado (224 mL, 2691 mmols ). O vaso

foi selado, purgado com hidrogénio, descarregado e carregado com
hidrogénio em 12,65 kg/cm?. A temperatura interna foi diminuida a 18
°C e depois da agitacao durante 23 horas, a reacgao foi julgada comple-

ta por HPLC. A mistura de reacdo anterior foi removida e a sequéncia
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inteira foi repetida duas vezes com 80 g de material de partida, e em
seguida com 53,2 g de material de partida. As misturas de reacéo
combinadas (4 reacOes) foram filtradas através de GF/F e o filtrado foi
concentrado sob presséao reduzida. O residuo foi dissolvido em HCl a 1
N (3,0 L) e lavado com EtOAc (3 X 2L). A camada aquosa foi adicio-
nado EtOAc (2 L) e as fases foram agitadas vigorosamente durante 10
minutos e, em seguida, a camada organica foi removida. Esta etapa foi
mais 2 vezes repetida e a camada aquosa foi transferida para um fras-
co resfriado (banho de gelo). A mistura aquosa &cida foi adicionado
péletes de NaOH (40 g x 11) de uma maneira tal que a temperatura
nao subiu acima de 35 °C. Logo que o pH foi ~14, a mistura foi transfe-
rida para um funil separador e extraida com CH2Cl> (4 X 1L). Os extra-
tos combinados foram lavados com agua (2 X 1 L) e salmoura (2 X 1
L). O extrato foi secado em MgSQOa (~250 g), filtrado através de GF/F e
concentrado sob presséo reduzida. O concentrado foi dissolvido em
CH2Cl2 (3,5 L) e hexanos foram adicionados (4 L). Depois que 0s pri-
meiros 2 L de hexanos foram adicionados, um soélido marrom formou-
se. Depois de agitar durante 1 hora, o soélido foi coletado por meio de
filtracdo e a massa foi lavada com 1:2 de CH2Cl>/hexanos (500 mL). A
massa foi secada sob vacuo para produzir 165,1 g (55,6%) de 79A. H
RMN (400 MHz, CDCl3) & 7,90 (s, 1H), 7,42 (d, 1H), 7,17-7,12 (m, 3H),
6,87 (td, 1H), 6,80 (dd, 1H), 4,46 (t, 2H), 4,12 (t, 2H), 3,86 s (2H), 1,87
(br s, 1H).

Exemplo 7

y O NH,
N\
N

2-(5-(2-(Aminometil)-4-fluorofen6xi)-1H-indazol-1-il)etanol (79A)
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(Método B)

[000193] A uma solucdo de (5-flaor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-indazol-5-
il6xi)benzonitrila (1,0 g, 3,36 mmols ) e NiCl..6H.0O: (148 mg, 0,336
mmol) em MeOH (30 mL) foi adicionado NaBH4 (636 mg, 16,8 mmols )
em porcgdes (2-3), e a reacéo foi agitada durante 3 horas. Uma solucédo
de Na>COs saturado (15 mL) foi adicionada lentamente e a mistura foi
agitada durante 75 minutos, durante os quais um sdlido fino formou-se.
A mistura de reacéo foi filtrada através de GF/F e a massa foi lavada
com MeOH (20 mL). O filtrado foi concentrado em cerca de 15 mL sob
vacuo, acetato de isopropila (20 mL) foi adicionado, e a mistura foi
concentrada. Ao concentrado foi adicionado acetato de isopropila (20
mL) e a mistura foi agitada durante 5 minutos. As fases foram separa-
das, e a camada organica foi lavada com 10% de salmoura (20 mL).
Acido citrico (0,1 M, 20 mL) foi adicionado e as fases foram vigorosa-
mente misturadas. A camada organica foi removida e o aquoso foi la-
vado com acetato de isopropila (20 mL) e EtOAc (20 mL). A camada
aquosa foi adicionado acetato de isopropila (20 mL) e 50% de NaOH
(1 mL) foram adicionados. As fases foram vigorosamente misturadas e
o aquoso foi removido. O orgéanico foi lavado com 10% de salmoura
(20 mL), secado em Na>SO4 e concentrado em 850 mg (85%).

Exemplo 8

3-terc-Butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-ilcarbamato de fenila

[000194] A uma solucdo de 3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-amina
(102,9 g, 448,9 mmols ) em EtOAc (1 L) a 10,9 °C foi adicionado uma

solucdo de NaOH (2,5 M, 269 mL), e a mistura de reacdo bifasica
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aguecida em 15,9 e, em seguida, estabilizada. Cloroformato de fenila
(98,4 g, 156,5 mmols ) foi adicionado em uma porgéo e a temperatura
elevada para 25,5 e, em seguida, estabilizada. O banho de gelo foi
removido e a reacao foi monitorada por HPLC. Depois de 1 hora, um
adicional de 25 mL de 2,5 M de NaOH foi adicionado. A mistura de re-
acao foi agitada durante a noite, e em seguida diluida com EtOAc (200
mL). A camada organica foi lavada com salmoura (1 L), secada em
Na>S04 (200 g) e concentrada em cerca de 400 a 500 mL de EtOAc. A
solucdo concentrada foi aquecida a 60 °C. Depois que os solidos dis-
solveram, heptano (2 L) foi adicionado lentamente, durante o qual os
sélidos formaram. Depois da agitacdo durante 30 minutos, o solido foi
coletado por meio de filtracdo e a massa foi lavada com 400-500 mL
de heptano. A massa foi secada em um forno a vacuo em temperatura
ambiente para produizir 156,9 g (95,0%) do composto do titulo. *H
RMN (400 MHz, CDCI3), 7,39, 7,31 (m, 6H), 7,26-7,225 (m, 2H), 7,13
(brs, 2H), 6,96 (br s, 1H), 6,47 (br s, 1H), 2,42 (s, 3H), 1,34 (s, 9H).

Exemplo 9
F 7
H H
©\/N N \R
N
/
y 0 0
N,
N

)

HO
1-(3-terc-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)-3-(5-fltor-2-(1-(2-hidroxietil)-1H-

indazol-5-iloxi)benzil)uréia (72):

[000195] Em uma solucdo a 4,1 °C de 2-(5-(2-(aminometil)-4-
fluorofenoxi)-1H-indazol-1-il)etanol (71,55 g, 237 mmols ) em DMA
(350 mL) foi adicionada uma solugdo de DMA (350 mL) de 3-terc-butil-
1-p-tolil-1H-pirazol-5-ilcarbamato de fenila (80,5 g, 230 mmols ). A

temperatura elevou-se para 18,4 °C e estabilizou-se. O banho de gelo
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foi removido e a reacéo foi agitada durante 2 horas. Uma porc¢éo adici-
onal de 2-(5-(2-(aminometil)-4-fluorofenodxi)-1H-indazol-1-il) etanol foi
adicionada e a reacéo foi agitada durante 2 horas. A mistura de reacao
foi dividida entre acetato de isopropila (1,6 L) e agua (2,4 L). A camada
aguosa foi removida e a camada organica foi lavada com NaOH a 0,5
N (2 X 2,4 L) e, em seguida, salmoura saturada (1 X 2,4 L). A camada
organica foi secada em Na>SO4 (300 g) e concentrada para produzir
110,8 g (86,6%).

[000196] A descricao anterior é considerada como ilustrativa apenas
dos principios da invencdo. Além disso, uma vez que mudancas de
modificagbes numerosas e mudancas ficardo facilmente evidentes pa-
ra aqueles versados na técnica, ndo é desejado limitar a invencao a
construcdo exata e processo mostrado como descrito acima. Conse-
guentemente, todas as modificacOes adequadas e equivalentes podem
ser referidos para incluir-se no escopo da invencdo como definido pe-
las reivindicacdes que seguem.

[000197] As palavras "compreende”, "compreendendo”, "inclui”, "in-

cluindo" e " incluem" quando empregadas nesta especificacdo e nas
reivindicacOes seguintes sao pretendidas especificar a presenca de
aspectos declarados, numeros inteiros, componentes, ou etapas, po-
rém, eles ndo impedem a presenca ou adicdo de um ou mais outros

aspectos, nimeros inteiros, componentes, etapas, ou grupos destes.
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REIVINDICACOES
1. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a

Formula I:

S
N
N//\/©/
\

I
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
2. Processo para a preparacdo de um composto como defi-
nido na reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) acoplar um composto de formula Il
F

NH,

C

op?!
Il
ou um sal do mesmo, no qual P! representa um atomo de
hidrogénio ou um grupo protetor hidroxila, com um composto de formu-

la 1

Y &
1l
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em que Z representa um grupo de partida, ou o isocianato

correspondente; ou

(b) reduzir um composto de férmula IV

H\"/H N:\
\
(0] O

J Ny
N | \(‘&T
-

v

em que R°® representa um atomo de hidrogénio de um resi-

7\

duo de um alcool;

seguido pela remoc¢ao de qualquer grupo protetor e, se de-
sejado, formando um sal farmaceuticamente aceitavel.

3. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um composto como definido na reivindicacdo 1 e um dilu-
ente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-
do pelo fato de ser para uso como um medicamento.

5. Uso de um composto como definido na reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento para
o tratamento de uma condicdo mediada por cinase em um mamifero.

6. Uso de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado pelo
fato de que a referida condicdo mediada por cinase € doenca inflama-
toria, doenca auto-imune, disturbio 6sseo destrutivo, disturbio prolifera-
tivo, doenca infecciosa, doenca viral, ou doencga neurodegenerativa.

7. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a

formula I

Peticéo 870200028116, de 02/03/2020, pag. 85/98



3/4

NH,

/Z
prd \g
(@)

N
Il
ou um sal do mesmo, no qual P! representa um atomo de
hidrogénio ou um grupo protetor hidroxila.
8. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a

formula 1V

| H\IC])/HK\N;ng
P
-

o}
v

em que R°® representa um atomo de hidrogénio ou um resi-
duo de um alcool.

9. Uso de um pro-farmaco de um composto como definido
na reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um
medicamento para o tratamento com um composto como definido na
reivindicacdo 1 de uma condicdo mediada por cinase em um mamife-
ro, em que o pro-farmaco é diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-

butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofenéxi)-1H-indazol-1-
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REIVINDICACOES
1. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a

Formula I;

HTH L
N

N/

\

I
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
2. Processo para a preparacdo de um composto como
definido na reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) acoplar um composto de formula Il
F

NH,

C

op!
Il
ou um sal do mesmo, no qual P! representa um atomo de
hidrogénio ou um grupo protetor hidroxila, com um composto de formula
1]

Y 1%
"I
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em que Z representa um grupo de partida, ou o isocianato
correspondente; ou

(b) reduzir um composto de férmula IV

\ /'
O O
X
N/ \(‘&T
\N /

Re

7\

\Y

em que R® representa um atomo de hidrogénio de um
residuo de um alcool;

seguido pela remocédo de qualquer grupo protetor e, se
desejado, formando um sal farmaceuticamente aceitavel.

3. Composicéo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um composto como definido na reivindicagdo 1 e um
diluente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

4. Uso de um composto como definido na reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento para o
tratamento de uma condi¢cdo mediada por cinase em um mamifero, em
que a referida condicdo mediada por cinase € doenca inflamatoria,
doenca auto-imune, disturbio 0sseo destrutivo, disturbio proliferativo,
doenca infecciosa, doenca viral, ou doenca neurodegenerativa.

5. Composto obtido por um processo como definido na

reivindicacao 2, caracterizado pelo fato de que apresenta a formula Il
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NH,

; (@]
1Y
N
kOP1
1

ou um sal do mesmo, no qual P! representa um atomo de
hidrogénio ou um grupo protetor hidroxila.
6. Composto obtido pelo processo como definido na

reivindicacéo 2, caracterizado pelo fato de que apresenta a formula IV

A
N
’ O 1/&?
N/
\
N

Vv

em que R® representa um atomo de hidrogénio ou um
residuo de um alcool.

7. Uso de um pro-farmaco de um composto como definido na
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de ser na fabricagdo de um
medicamento para o tratamento com um composto como definido na
reivindicacdo 1 de uma condi¢cdo mediada por cinase em um mamifero,
em que o pro-farmaco é diidrogenofosfato de 2-(5-(2-((3-(3-terc-butil-1-

p-tolil-1H-pirazol-5-il)ureido)metil)-4-fluorofendxi)-1H-indazol-1-il)etila,
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo e em que a referida
condicdo mediada por cinase € doenca inflamatéria, doenca auto-
imune, disturbio désseo destrutivo, distlrbio proliferativo, doenca
infecciosa, doenca viral ou doenga neurodegenerativa.

8. Composto, caracterizado pelo fato de que € o
diidrogenofosfato de  2-(5-(2-((3-(3-Tert-butil-1-p-tolil-1H-pirazol-5-
ilureido)metil)-4-fluorofenodxi)-1H-indazol-1-il)etila, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

9. Composicéo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um composto como definido na reivindicagdo 8 e um
diluente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

10. Processo de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que Z é um grupo ariloxi opcionalmente substituido com um
ou mais grupos selecionados a partir de F, ClI, Br, e NO..

11. Processo de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que o referido composto de férmula (I1) foi preparado pelo
método compreendendo:

(i) reduzir um composto de formula (V)
F

CN
y o
N,
N

oP?2
V)
em qual P? representa hidrogénio ou um grupo protetor
hidroxila, sob condi¢des de hidrogenacdo catalitica ou na presenca de

boreto de niquel.
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