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RESUMO
"METODOS PARA O TRATAMENTO OU PREVENGCAO DE DOENCAS
AUTOIMUNES COM COMPOSTOS DE 2,4-PIRIMIDINADIAMINA"

A presente invencdo proporciona métodos de tratamento ou
prevencao de doencas autoimunes com compostos 2,4-
pirimidinadiamina, bem como métodos para tratar, prevenir
ou melhorar os sintomas associados a essas doencas.
Exemplos especificos de doencas autoimunes que podem ser
tratadas ou prevenidas com o0s compostos incluem a artrite
reumatoide e/ou o0s seus sintomas associados, ltpus
eritematoso sistémico e/ou o0s seus sintomas associados e

esclerose multipla e/ou os seus sintomas associados.



DESCRICAO
"METODOS PARA O TRATAMENTO OU PREVENCAO DE DOENCAS
AUTOIMUNES COM COMPOSTOS DE 2,4-PIRIMIDINADIAMINA"

2. CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se genericamente a compostos de
2,4-pirimidinadiamina, a composicdes farmacéuticas que
compreendem os compostos, e compostos e composicdes para
uso numa variedade de contextos, talis como no tratamento ou
prevencdo da doencas autoimunes e/ou dos sintomas a elas

associados.
3. ANTECEDENTES DA INVENCAO

A reticulacdo de recetores Fc, tais como o recetor de alta
afinidade para IgE (FceRI) e/ou o recetor de alta afinidade
para IgG (FcyRI), ativa uma cascata de sinalizacdo em
mastdcitos, basdéfilos e outras células imunitédrias que
resulta na libertacdo de mediadores quimicos responséaveis
por inumeros eventos adversos. Por exemplo, tal reticulacédo
conduz a libertacdo de mediadores pré-formados de reacdes
de hipersensibilidade anafildtica do Tipo I (imediata),
tais como a histamina, a partir de locais de armazenamento
em granulos, via desgranulacédo. Ela também conduz a sintese
e libertacdo de outros mediadores, incluindo leucotrienos,
prostaglandinas e fatores de ativacdo plaquetéaria (PAFs),
que desempenham papéis importantes nas reacdes
inflamatérias. Mediadores adicionais que sédo sintetizados e
libertados mediante recetores Fc de reticulacdo incluem

citocinas e 6xido nitrico.

A(s) cascata(s) de sinalizacdo ativada(s) por reticulacédo

de recetores Fc, tais como FceRI e/ou FcyRI compreende uma



variedade de proteinas celulares. Entre as mais importantes
propagadoras de sinais intracelulares sdo as tirosina
quinases. E, uma tirosina quinase importante envolvida nas
vias de transducdo de sinal associadas com a reticulacéo
e/ou recetores FceRI e/ou FcyRI, bem como com outras
cascatas de transducdo de sinal, ¢é a Syk guinase (ver
Valent et al. 2002, Intl. J. Hematol 75 (4): 257-362 para

revisédo) .

Uma vez que os mediadores libertados em resultado da
reticulacdo de recetores FceRI e FcyRI sdo responséaveis
pela, ou desempenham um papel importante na, manifestacédo
de numerosos eventos adversos, a disponibilidade de
compostos capazes de inibir a(s) cascata(s) de sinalizacéo
responsaveis pela sua libertacdo seria altamente desejavel.
Além disso, devido ao papel essencial que a Syk quinase
desempenha nestas e noutra(s) cascata(s) de sinalizacdo de
recetores, a disponibilidade de compostos capazes de inibir

a Syk quinase, também seria altamente desejavel.
1. SUMARIO DA INVENCAO

Num aspeto, a presente invencdo proporciona compostos com a

seguinte férmula estrutural:

P Sy
R :ﬁ\/;J\ ~R?

.

sais, hidratos, solvatos e N-6xidos, em que:




em que

X é selecionado de entre o grupo que consiste em N e CH;

Y é selecionado a partir do grupo consistindo de 0O, S, SO,

S0O,, SONR®°, NH, NR*;

7 é selecionado a partir do grupo consistindo de O, S, SO,

S0O,, SONR®°, NH, NR*;

cada R*' é independentemente um alquilo (C1-C6);

cada R» ¢, independentemente dos outros, selecionado de

entre o grupo constituido por hidrogénio e R%;

R® ¢ selecionado a partir do grupo consistindo em R®, R°, R®
substituido com um ou mais do mesmo ou diferente R* ou R,

-OR* substituido com um ou mais do mesmo ou diferente R® ou

R°, -B(OR®),, =-B(NR°R®),, ~-(CH,)n-R®, =-(CHR®),R°, =-0-(CHy)n-
R”, -S- (CH,),-R”, -0-CHR®R”, -0-CR*(R"),, -0O-(CHR®),-R°, -O-
(CH,)»-CH[ (CH,)R°IR®,  -S-(CHR®),-R°,  -C(O)NH- (CH,),-R°, -
C (0) NH- (CHRa) ,-R®, -0~ (CHy) n—C (0) NH- (CH,) n—R", -S- (CHy) -
C(0)NH- (CHy)»-R®,  -O- (CHR®),-C (O)NH- (CHR*),-R®,  -S- (CHR®) -
C (0)NH- (CHR®) ,-R”, -NH- (CHy) »-R", -NH- (CHR?) ,-R”, -

NH[ (CHz)«R"], -N[ (CH;) R°]2, -NH-C (0)-NH- (CH,),-R°, -NH-C(O)-
(CH,) ,—~CHR’R® e —-NH- (CH,),-C (0) -NH- (CH,) ,—R”;

cada R® é selecionado independentemente a partir do grupo
constituido por hidrogénio, (C1-Co) alquilo, (C3-C8)
cicloalgquilo, c¢iclo-hexilo, (C4-Cl11) cicloalquilalquilo,
(C5-C10) arilo, fenilo, (C6-Cl6) arilalgquilo, benzilo,
heterocalquilo com 2-6 membros, ciclo-heteroalquilo de 3-8
membros, morfolinilo, piperazinilo, homopiperazinilo,

piperidinilo, cicloheterocalquilalquilo de 4-11 membros,



heteroarilo de 5-10 membros e heterocarilalquilo de 6-16

membros;

cada R” é um grupo adequado selecionado independentemente
do grupo que consiste em =0, -ORY, (C1-C3) haloalquiléxi, -
OCF;, =S,-SR% =NRY, =NORY, -NR°R®, halogéneo, -CFs;, -CN, -
NC, -OCN, =-SCN, -NO, -NO,, =N;, -Nj, =-S(O)R% -S(0).R%
S(0),0RY, =-S(0)NR°R°, =-S(0),NR°R®°, -0S(0)R% -0S(0):R%

0S (0) ,0R%, -0S(0),NR°R®, -C(0)R%, -C(O)OR%, -C(O)NR°R®, -
C(NH)NR°R®, -C (NR®*)NR°R®, -C(NOH)R®, -C(NOH)NR°R®, -OC(0O)R%, -

0C (0) ORY, -0C (0) NRR®, -0C (NH) NR°R®, -0C (NR?) NR°R®, -
[NHC (0) ].R%, -[NR*C (0)].R% ~-[NHC(0)],OR%, -[NR®C(0)],OR%, -
[NHC (0) ] nNRCRC, - [NRaC (0) ]nNRCRC, - [NHC (NH) ] nNRCRC e -

[NR®C (NR?) ] ,NR°R";

cada R° ¢ independentemente R® ou, em alternativa, R° &
tomado em conjunto com o &tomo de azoto a que gse se
encontra ligado para formar um ciclo-heteroalquilo ou
heterocarilo de 5 a 8 membros, gue pode, opcionalmente,
incluir um ou mais dos mesmos ou diferentes heterodtomos
adicionais e que pode opcionalmente ser substituido com um

ou mais do mesmo ou de diferentes grupos R® ou R” adequados;

cada R% é independentemente R?;

cada m é independentemente um numero inteiro de 1 até 3;

cada n é independentemente um numero inteiro de 0 a 3; e

R*®* & selecionado independentemente do grupo consistindo de

hidrogénio e (Cl-C6) alquilo.

Tal como serd discutido mais abaixo em maior detalhe, os
compostos da invencdo tém uma miriade de atividades

biolbégicas. 0Os compostos compreendem um nucleo de 2,4-



pirimidinadiamina, tendo a seguinte estrutura e convencéao

de numeracédo:

MaN" 4 1;; NHs

Os compostos da invencdo sdo substituidos no azoto C2 (N2)
para formar uma amina secunddria e sdo ainda opcionalmente
substituidos no azoto C4 (N4) e na posicdo Ch. O

substituinte N4 forma uma amina secundaria.

Também aqui revelados sdo pré-fadrmacos dos compostos 2,4-
pirimidinadiamina. Tais pré-fadrmacos podem ser ativos na
sua forma pré-fadrmaco, ou podem ser inativos até serem
convertidos em condig¢des fisioldgicas ou noutras condicgdes
de uso numa forma ativa de farmaco. Nos pré-farmacos aqui
revelados, um ou mais grupos funcionais dos compostos 2,4-
pirimidinadiamina estdo incluidos nas pré-moléculas que
clivam a partir da molécula sob as condicdes de utilizacéo,
tipicamente através de hidrdlise, clivagem enzimética ou de
algum outro mecanismo de clivagem, de forma a produzir oS
grupos funcionais. Por exemplo, grupos amina primarios ou
secundarios podem ser incluidos numa prdé-molécula amida que
cliva em condicdes de utilizacdo para gerar © grupo amino
primadrio ou secunddrio. Assim, os pré-farmacos aqui
revelados incluem tipos especiais de grupos protetores,
denominados "progrupos" que mascaram um ou mais grupos
funcionais dos compostos de 2,4-pirimidinadiamina que
clivam sob as condicdes de utilizacdo para se obter um
farmaco ativo de 2,4-pirimidinadiamina. Os grupos
funcionais no admbito dos compostos de 2,4-pirimidinadiamina
que podem ser mascarados com progrupos para inclusdo numa

pré-molécula incluem, mas ndo estdo limitados a, aminas



(primédrias e secundérias), hidroxilos, sulfanilos (tidis),
carboxilos, carbonilos, fendis, catecdis , didis, alcinos,
fosfatos, etc. Inumeros progrupos adequados para mascarar
esses grupos funcionais para dar prdé-moléculas que séo
clividveis sob as condicbdes desejadas de utilizacdo séo
conhecidos na arte. Todos estes progrupos, isoladamente ou
em combinacdo, podem ser incluidos nos prdé-fadrmacos aqui
revelados. Exemplos especificos de pré-moléculas que
produzem oS grupos amina primdrios ou secundarios que podem
ser incluidos nos pré-farmacos aqui revelados incluem, mas
ndo estdo limitados a, amidas, carbamatos, iminas, ureias,
fosfenilos, fosforilos e sulfenilos. Exemplos especificos
de pré-moléculas gque geram grupos sulfanilo que podem ser
incluidos nos pré-farmacos da aqui revelados incluem, mas
ndo estdo limitados a, tioéteres, por exemplo, derivados de
S-metilo (monotio, ditio, oxitio, aminotio acetais), sililo
tioéteres, tioésteres tiocarbonatos, tiocarbamatos,
dissulfuretos assimétricos, etc. Exemplos especificos de
pré-moléculas que clivam, para se obterem o0s grupos
hidroxilo que podem ser incluidos nos pré-farmacos aqui
revelados incluem, mas ndo estdo limitados a, sulfonatos,
ésteres e carbonatos. Exemplos especificos de prdé-moléculas
gue geram grupos carboxilo gque podem ser incluidas nos préd-
farmacos aqui revelados incluem, mas ndo se limitam a,
ésteres (ésteres de sililo, incluindo ésteres de &cidos

oxadmicos e tioésteres), amidas e hidrazidas.

Numa forma de realizacdo ilustrativa, os pré-fadrmacos aqui

revelados sdo compostos da 1nvencdo em que R° e RY ¢

substituido por um progrupo.

Numa outra forma de realizacdo ilustrativa, os pré-féarmacos
da invencdo sdo compostos de acordo com a férmula

estrutural (II):



incluindo sails, hidratos, solvatos e N-6xidos dele

derivados, em que:

R?, R® sido como previamente definidos;

R? & um progrupo;
R* ¢ um progrupo ou um grupo alquilo, por exemplo, metilo.
Num outro  aspeto, a presente invencdo proporciona

composicbes que compreendem um ou mais compostos da
invencdo e opcionalmente um pré-fadrmaco dele derivado e um
transportador, excipiente ou diluente apropriado. A
natureza exata do transportador, excipiente ou diluente
dependerd da utilizacdo desejada para a composicédo, e
poderd variar desde ser adequada ou aceitdvel para fins
veterinarios, para ser adequada ou aceitavel para o uso

humano.

Também aqui revelados sd&o intermedidrios 1Uteis ©para
sintetizar os compostos 2,4-pirimidinadiamina da invencédo e
pro-farmacos deles derivados. Numa forma de realizacdo, oS
intermedidrios sdo 4-pirimidinaminas de acordo com a

férmula estrutural (III):



incluindo sais, hidratos, solvatos e N-6xidos deles
derivados, em que R* é como anteriormente definido; LG é um
grupo de saida tal como, por exemplo, -S(0);Me, -SMe ou
halo (por exemplo, F, Cl, Br, I), e R‘ representa um
hidrogénio, um progrupo, um grupo algquilo ou como aqui

descrito.

Em alternativa, 0s intermedidrios poderéo ser 2-

pirimidinaminas de acordo com a férmula estrutural (IV):

incluindo sais, hidratos, solvatos e N-6xidos deles
derivados, em que R? é como anteriormente definido; LG & um
grupo de saida tal como, por exemplo, -5(0);Me, -SMe ou

halo (por exemplo, F, Cl, Br, I).

Em alternativa, os intermedidrios s&o 4-amino- ou 4-
hidroxi-2-pirimidinoaminas de acordo com a férmula

estrutural (V):

R”” N °N —R?
)
R

incluindo sais, hidratos, solvatos e N-6xidos deles
derivados, em que R’ é como anteriormente definido, R’ & um
grupo amino ou hidroxilo e R?® é um &tomo de hidrogénio ou

um progrupo.



Em alternativa, 0s intermedidrios sdo citosinas N4-

substituidas de acordo com a fédrmula estrutural (VI):

incluindo sais, hidratos, solvatos e N-6xidos deles
derivados, em que R’ é como anteriormente definido para a
férmula estrutural (I) e R*® é como previamente definido na

férmula (III).

Também aqui revelados sdo métodos para sintetizar os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina e pré-farmacos deles
derivados. Os métodos incluem a reacdo de uma 4-
pirimidinocamina de acordo com a férmula estrutural (III)
com uma amina da fdérmula HRKN—R2, onde R? e R’ sido como
previamente definidos para a férmula estrutural (IV) para
obter uma 2,4-pirimidinadiamina da invencdo ou um pro-

fadrmaco de acordo com a férmula estrutural (II).

Métodos alternativos incluem a reacéo de uma 2-
pirimidinamina de acordo com a férmula estrutural (IV) com
uma amina de férmula R*-NHR*® em que R* e R* sdo como
previamente definidos para a férmula estrutural (III) para
se obter uma 2,4-pirimidinadiamina da invencdo ou um prb-

fadrmaco de acordo com a fdérmula estrutural (II).

Outros métodos alternativos incluem a reacdo de uma 4-
amino-2-pirimidinamina de acordo com a fdérmula estrutural
(V) (em que R’ representa um grupo amino) com uma amina de
férmula R*-NHR®, onde R? e R* sdo como definidos para a

férmula estrutural (I11), para se obter 2,4-
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pirimidinadiamina da invencdo ou um pré-fadrmaco de acordo
com a férmula estrutural (II). Em alternativa, a 4-amino-2-
pirimidinamina pode reagir com um composto de férmula R4-
LG, em que R' é como anteriormente definido e LG é um grupo

de saida.

Ainda numa outra alternativa, 0 método envolve a
halogenacdo de um 4-hidroxi-2-pirimidinamina de acordo com
a foérmula estrutural (V) (R’ é um grupo hidroxilo) para se
obter uma 2-pirimidinamina de acordo com a férmula
estrutural (IV) e fazendo reagir esta pirimidinamina com

uma amina apropriada, como descrito acima.

Ainda numa outra alternativa, 0 método envolve a
halogenacdo de uma citosina N4-substituida de acordo com a
férmula estrutural (VI) para se obter uma 4-pirimidinamina
de acordo com a férmula estrutural (III) e fazendo reagir
esta pirimidinamina com uma amina apropriada, como descrito

acima.

Os compostos 2,4-pirimidinadiamina da invencéo sédo
inibidores potentes da desgranulacdo de células imunitérias
tais Como mastdcitos, baséfilos, neutrdéfilos e/ou
eosinéfilos. Assim, em ainda outro aspeto, compostos da
presente invencdo podem ser utilizados em métodos para
regular, e em particular inibir, a desgranulacdo de tais
células. O método envolve, geralmente, o contacto de uma
célula que desgranula com uma quantidade de um composto de
2,4-pirimidinadiamina ou prdé-farmaco da invencdo, ou um sal
aceitavel, hidrato, solvato, N-6xido e/ou composicdo dele
derivado, eficaz para regular ou inibir a desgranulacdo da
célula. O método pode ser praticado em contextos in vitro
ou em contextos in vivo como uma abordagem terapéutica para
o tratamento ou prevencdo de doencas caracterizadas por,

causadas por ou associadas com a desgranulacdo celular.
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Embora n&do pretendendo ficar limitado por qualquer teoria
de funcionamento, os dados bioquimicos confirmam gque os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina exercem o seu efeito
inibitdério na desgranulacdo, pelo menos em parte, por
bloqueio ou inibicdo da(s) cascata(s) de transducdo de
sinal iniciada ©por reticulacdo dos recetores de alta
afinidade para IgE (Fc "FceRI"™) e/ou IgG ("FcyRI"). Com
efeito, 0s compostos de 2,4-pirimidinadiamina, sédo
inibidores potentes de desgranulacdo mediadas por FceRI e
mediadas FcyRI. Como consequéncia, os compostos de 2,4-
pirimidina podem ser pra utilizacdo em métodos que inibam
estas cascatas de sinalizacdo do recetor Fc em qualquer
tipo de célula que expresse tais recetores FceRI e/ou
FcyRI, incluindo mas nédo se limitando a macréfagos,

mastdécitos, basdfilos, neutrdHfilos e/ou eosindfilos.

Os métodos permitem ainda a regulacdo de, e em particular a
inibicdo de, processos a Jjusante, que resultam como
consequéncia da ativacdo de tal cascata(s) de sinalizacéo
do recetor Fc. Tais processos a jusante incluem, mas néo
estdo limitados a, desgranulacdo mediada por FceRI e/ou
FcyRI, producdo de citocina e/ou producdo e/ou libertacdo
de mediadores lipidicos, tais Ccomo leucotrienos e
prostaglandinas. O método geralmente envolve o contacto de
uma célula que expressa um recetor Fc, como um dos tipos de
células descritos anteriormente, com uma quantidade de um
composto de 2,4-pirimidinadiamina ou pré-farmaco da
invencdo, ou um sal aceitével, hidrato, solvato, N-6xido
e/ou composicdo dele derivado, eficaz para regular ou
inibir a cascata de sinalizacdo de recetores Fc e/ou um
processo a jusante iniciado pela ativacdo dessa cascata de
sinalizacdo. O método pode ser praticado em contextos 1in
vitro ou em contextos Iin vivo como uma abordagem
terapéutica para o tratamento ou prevencdo de doencas

caracterizadas por, causadas por ou associadas a, cascata
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de sinalizacdo do recetor Fc, tais como as doencas causadas
pela libertacdo de mediadores quimicos especificos de
grédnulos apds a desgranulacdo, a libertacdo e/ou sintese de
citocinas e/ou a libertacdo e/ou sintese de mediadores

lipidicos, tais como leucotrienos e prostaglandinas.

Ainda noutro aspeto, a presente invencdo proporciona os
compostos da invencdo para uso em métodos de tratamento
e/ou prevencdo de doencas caracterizadas por, causadas por
ou associadas a, libertacdo de mediadores guimicos como
consequéncia da ativacdo de cascatas de sinalizacdo de
recetores Fc, tais como cascatas de sinalizacdo de FceRI
e/ou FcyRI. Os métodos podem ser praticados em animais, em
contextos veterindrios ou em seres humanos. O0s métodos
envolvem normalmente a administracdo a um sujeito animal ou
humano de uma guantidade de um  composto de 2,4-
pirimidinadiamina ou pré-farmaco da invencdo, ou um sal
aceitavel, hidrato, solvato, N-6xido e/ou composicdo dele
derivado, eficaz para tratar ou prevenir a doenca. Como
discutido anteriormente, a ativacéao da cascata de
sinalizacdo do recetor FceRI ou FcyRI em certas células do
sistema imune conduz a libertacdo e/ou sintese de uma
variedade de substadncias quimicas gque sdo mediadores

farmacoldégicos de uma ampla variedade de doencas.

Qualquer uma destas doencas pode ser tratada ou prevenida
de acordo com os métodos nos quais os compostos da invencéo

podem ser para uso.

Por exemplo, nos mastédcitos e basdfilos, a ativacdo da
cascata de sinalizacdo do recetor FceRI ou FcyRI conduz a
imediata (isto ¢, dentro de 1-3 minutos de ativacdo do
recetor) libertacdo de mediadores pré-formados de reacdes
de hipersensibilidade atdpicas e/ou do tipo I (por exemplo,

histamina, proteases, tais como triptase, etc.) por meio do
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processo de desgranulacéo. Tais reacdes de
hipersensibilidade atdépicas ou de tipo I incluem, mas né&o
estdo limitadas a, reacdes anafildticas aos alergénios
ambientais e outros (por exemplo, pdlen, venenos de insetos
e/ou animais, alimentos, medicamentos, corantes de
contraste, etc.), reacdes anafilactdéides, febre do feno,
conjuntivite alérgica, vrinite alérgica, asma alérgica,
dermatite atépica, eczema, urticéria, perturbacdes da
mucosa, perturbacdes dos tecidos e certos disturbios

gastrointestinais.

A libertacdo imediata de mediadores pré-formados através de
desgranulacdo é seguida pela libertacdo e/ou sintese de uma
variedade de outros mediadores guimicos, incluindo, entre
outras coisas, o fator ativador de ©plaguetas (PAF),
prostaglandinas e leucotrienos (por exemplo, LTC4) e a
sintese de novo e libertacdo de citocinas, tais como TNFao,
I.-4, 1IL-5, 1IL-6, 1IL-13, etc. O primeiro destes dois
processos ocorre aproximadamente 3-30 minutos apds a
ativacdo do recetor; o processo seguinte, aproximadamente,
30 minutos a 7 horas apds a ativacdo do recetor. Estes
mediadores de "fase tardia" sdo considerados serem em parte
responsadveis pelos sintomas crénicos das reagdes de
hipersensibilidade atdépicas e Tipo I acima listadas, e em
adicédo, sdo mediadores quimicos da inflamacdo e de doencas
inflamatérias (por exemplo, osteoartrite, doenca
inflamatdé4ria intestinal, colite ulcerativa, doenca de
Crohn, doenca inflamatéria intestinal idiopética, sindrome
do intestino irritéavel, cdbélon espastico, etc.), cicatrizes
de baixo grau (por exemplo, escleroderma, fibrose
aumentada, queloides, cicatrizes pdbs-cirlrgicas, fibrose
pulmonar, espasmos vasculares, enxaqueca, leséao de
reperfusdo e sindrome de Dressler), e complexo ou sindrome

sicca. Todas estas doencas podem ser tratadas ou prevenidas
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de acordo com os métodos em gque 08 compostos da invencédo

poderdo ser para uso.

Doencas adicionais que podem ser tratadas ou prevenidas de
acordo com métodos em que os compostos da invencgdo poderdo
ser para uso incluem as doencas associadas com patologia de
baséfilos e/ou de mastdcitos. Exemplos de tais doencas
incluem, mas ndo estdo limitadas a, doencas da pele tais
como esclerodermia, doencas cardiacas, tais como enfarte do
miocédrdio, doencas pulmonares, tais como alteracdes ou
remodelacdo muscular pulmonar e doenca pulmonar obstrutiva
crdénica (DPOC) e doencas do intestino tais como a sindrome

inflamatdéria do intestino (cdélon espéastico).

Os compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo séo
também inibidores potentes da tirosina gquinase Syk quinase.
Assim, ainda noutro aspeto, a presente invencdo proporciona
compostos para serem utilizados em métodos para regular, e
em particular inibir, a atividade da Syk quinase. O método
envolve geralmente fazer contactar uma Syk quinase, ou uma
célula contendo uma Syk guinase, com uma quantidade de um
composto de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo ou um prod-
farmaco, ou um sal, hidrato, solvato, N-6xido e/ou
composicdo dele derivados aceitédveis, eficaz para regular
ou inibir a atividade de Syk quinase. Numa forma de
realizacdo, a Syk quinase ¢ uma Syk guinase isolada ou
recombinante. Numa outra forma de realizacdo, a Syk guinase
¢ uma Syk quinase enddgena ou recombinante, expressa por
uma célula, por exemplo um mastdcito ou um basbdfilo. O
método poderda ser praticado em contextos in vitro ou em
contextos in vivo como uma abordagem terapéutica para o
tratamento ou prevencdo de doencas caracterizadas por,

causadas por ou associadas com a atividade de Syk quinase.
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Embora ndo pretendendo ser limitado por qualquer teoria
particular de operacdo, acredita-se que os compostos de
2,4-pirimdinodiamina da invencdo inibem a desgranulacéao
celular e/ou a libertacdo de outros mediadores quimicos,
principalmente pela inibicdo da Syk gquinase que é ativada
pelo homodimero de cadeia gama FceRI (ver, por exemplo, a
FIG. 2). Este homodimero de cadeia gama é compartilhado por
outros recetores Fc, incluindo FcyRI, FcyRII e FcaRI. Para
todos estes recetores, a transducdo de sinal intracelular é
mediada pelo homodimero da cadeia gama comum. A ligacdo e
agregacdo desses recetores resulta no recrutamento e
ativacdo de tirosina-quinases tais como a Syk quinase. Como
consequéncia destas atividades de sinalizacdo comuns, O0S
compostos de 2,4-pirimidinadiamina aqui descritos podem ser
utilizados em métodos que regulem, e em particular inibam
as cascatas de sinalizacdo de recetores Fc possuindo este
homodimero da cadeia gama, tais como FceRI, FcyRI, FcyRII e
FcaRI, bem como as respostas celulares desencadeadas por

estes recetores.

A Syk quinase & conhecida por desempenhar um papel crucial
noutras cascatas de sinalizacdo. Por exemplo, a Syk quinase
¢ um efetor de sinalizacdo do recetor de célula B (BCR)
(Turner et al, 2000, Immunology Today 21:148-154) e & um
componente essencial da sinalizacdo de integrinas beta(l),
beta(2) e Dbeta(3) em neutrdfilos (Mocsai et al, 2002,
Immunity 16:547-558). Como 0s compostos de 2,4-
pirimidinadiamina aqui descritos sdo potentes inibidores da
Syk quinase, podem ser utilizados para regular, e em
particular inibir, qualgquer cascata de sinalizacdo onde a
Syk desempenhe um papel, tais como, por exemplo, as
cascatas de sinalizacdo do recetor de Fc, do BCR e de
integrinas, bem como as respostas celulares provocadas por
essas cascatas de sinalizacéo. A resposta celular

particular regulada ou inibida ird depender, em parte, do
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tipo especifico de célula e da cascata de sinalizacdo do
recetor, tal como é bem conhecido na técnica. Exemplos de
respostas celulares gue podem ser reguladas ou inibidas com
0s compostos de 2,4-pirimidinadiamina incluem Dburst
oxidativo, adesdo celular, desgranulacéo celular,
espalhamento celular, migracdo celular, fagocitose (por
exemplo, nos macréfagos), o fluxo de 1ides célcio (por
exemplo, em mastdédcitos, basdfilos, neutrdfilos, eosindbfilos
e células B), a agregacdo plaquetdria e a maturacdo celular

(por exemplo, em células-B).

Assim, num outro aspeto, a presente invencdo proporciona oOS
compostos da invencdo para uso em métodos de regular, e em
particular de inibir, as cascatas de transducdo de sinal em
que a Syk desempenha um papel. O método geralmente envolve
o contacto de um recetor dependente da Syk, ou uma célula
que expressa um recetor dependente da Syk, com uma
quantidade de um composto de 2,4-pirimidinadiamina da
invencdo ou pré-farmaco, ou um sal, hidrato, solvato, N-
6xido e/ou composicdo aceitédvel, dele derivado, eficaz para
regular ou inibir a cascata de transducdo de sinal. Os
métodos também podem ser utilizados para regular, e em
particular inibir processos ou respostas celulares a
jusante induzidos por ativacdo da cascata de transducdo de
sinal dependente de Syk em particular. Os métodos podem ser
praticados para regular qualquer cascata de transducdo de
sinal onde a Syk ndo é reconhecida ou ¢é mais tarde
descoberta a desempenhar um papel. 0Os métodos podem ser
praticados em contextos in vitro ou em contextos in vivo
como uma abordagem terapéutica para o tratamento ou
prevencdo de doencas caracterizadas por, causadas por ou
associadas com a ativacdo da cascata de transducdo de sinal
dependente de Syk. Exemplos ndo limitativos de tais doencas

incluem aqueles discutidos anteriormente.



17

Dados celulares e animais também confirmam que os compostos
de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo também podem ser
utilizados em métodos que tratem ou previnam doencas
autoimunes e/ou o0s sintomas de tais doencas. 0Os métodos
geralmente envolvem a administracdo a um individuo dque
sofre de uma doenca autoimune, ou em risco de desenvolver
uma doenca autoimune, uma quantidade de composto de 2,4-
pirimidinadiamina da invencdo ou prdé-farmaco, ou um sal,
hidrato, solvato, N-6xido e/ou composicdo aceitével, dele
derivado, eficaz para tratar ou prevenir a doenca autoimune
e/ou o0s seus sintomas associados. As doencas autoimunes que
podem ser tratadas ou prevenidas com os métodos em que o0s
compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo sdo para uso
incluem aquelas doencas gque sdo comumente associadas com
reacdes de hipersensibilidade ndo anafildticas (reacdes de
hipersensibilidade do Tipo II, Tipo III e/ou Tipo IV) e/ou
as doencas que sdo mediadas, pelo menos em parte, pela
ativacdo da cascata de sinalizacdo de FcyR em mondcitos.
Tais doencas autoimunes incluem, mas ndo estdo limitadas a,
aquelas doencas autoimunes que sdao frequentemente
designadas como disturbios autoimunes de érgdo uUnico ou do
tipo Unico de célula e aquelas doencas autoimunes que s&o
frequentemente designadas como envolvendo um disturbio
autoimune sistémico. Exemplos ndo limitativos de doencas
frequentemente designadas como de érgdo Unico ou disturbios
autoimunes de tipo Unico de célula incluem: tiroidite de
Hashimoto, anemia hemolitica autoimune, gastrite atrdfica
por anemia perniciosa autoimune, encefalomielite autoimune,
orquite autoimune, doenca de Goodpasture, trombocitopenia
autoimune, oftalmia simpatica, miastenia gravis, doenca de
Graves, cirrose biliar primaria, hepatite agressiva
crdnica, colite wulcerosa e glomerulopatia membranosa.
Exemplos n&o limitantes de doencgas frequentemente
designadas como envolvendo disturbio autoimune sistémico

incluem: lUpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide,
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sindrome de Sjogren, sindrome de Reiter, polimiosite-
dermatomiosite, esclerose sistémica, poliartrite nodosa,

esclerose miltipla e penfigoide bolhoso.

5. BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

FIG. 1 apresenta um desenho que ilustra a producdo induzida
por alergénios de IgE e consequente libertacdo de
mediadores quimicos pré-formados e outros a partir de

mastdcitos;

FIG. 2 proporciona um desenho que ilustra a cascata de
transducdo de sinal de FceR1l que conduz a desgranulacédo de

mastédcitos e/ou de basdfilos; e

FIG. 3 proporciona um desenho que ilustra os pontos de acédo
putativos de compostos que inibem seletivamente a montante
a desgranulacdo mediada por FceRI e de compostos gue inibem
a desgranulacdo mediada por FceRI e induzida por

ionomicina.

6. DESCRICAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZAGCAO PREFERIDAS

6.1 Definicdes

Tal como aqui utilizado, os termos seguintes destinam-se a

ter os seguintes significados:

"Alquilo", por si s&6 ou como parte de um outro
substituinte, refere-se a um radical saturado ou
insaturado, ramificado, de cadeia linear ou hidrocarboneto
ciclico monovalente tendo o numero declarado de &atomos de
carbono (isto &, Cl1-C6 significa um a seis &tomos de

carbono), que ¢é derivado pela remocdo de um &tomo de



19

hidrogénio de wum uUnico &tomo de carbono de um alcano,
alceno ou alcino progenitor. 0s grupos alquilo tipicos
incluem, mas ndo estdo limitados a, metilo; etilos tais
como etanilo, etenilo, etinilo; propilos tais como propan-
l1-ilo, propan-2-ilo, <ciclopropan-1-ilo, prop-l-en-1-ilo,
prop-l-en-2-ilo, prop-2-en-1-ilo, cicloprop-l-en-1-ilo,
cicloprop-2-en-1-ilo, prop-l-ino-1-ilo, prop-2-in-1-ilo,
etc.; butilos tailis como butan-1-ilo, butan-2-ilo, 2-metil-
propan-1-ilo, 2-metil-propan-2-ilo, ciclobutan-1-ilo, but-
l-en-1-ilo, but-l-en-2-ilo, 2-metil-prop-l-en-1-ilo, but-2-
en-1-ilo , but-2-en-2-ilo, buta-1,3-dieno-1-ilo, buta-1, 3-
dien-2-ilo, ciclobut-1l-en-1-ilo, ciclobut-1-en-3-ilo,
ciclobuta-1,3-dieno-1-ilo, but-1-in-1-ilo, but-1-in-3-ilo,
but-3-in-1-ilo, etc.; e semelhantes. Quando niveis
especificos de saturacdo sdo pretendidos, a nomenclatura
"alcanilo", "alcenilo" e/ou "alcinilo"™ ¢é wusada, tal como
definido abaixo. Em formas de realizacdo preferidas, os

grupos alquilo sdo (Cl-C6)alquilo.

"Alcanilo", por si sb& ou como parte de um outro
substituinte, refere-se a um grupo alquilo ramificado, de
cadeia linear ou ciclico saturado derivado pela remocédo de
um atomo de hidrogénio de um Unico atomo de carbono de um
alcano progenitor. Grupos alcanilo tipicos incluem, mas né&o
estdo limitados a, metanilo; etanilo; propanilo tais como
propan-1-ilo, propan-2-ilo (isopropil), ciclopropan-1l-ilo,
etc.; butanilos tais como butan-1-ilo, butan-2-ilo (sec-
butilo), 2-metil-propan-1-ilo (isobutilo), 2-metil-propan-
2-1lo (t-butilo), ciclobutan-1-ilo, etc.; e semelhantes. Em
formas de realizacdo preferidas, os grupos alcanilo sé&o

(C1l-C6) alcanilo.

"Alcenilo", por si sé6 ou como parte de um outro
substituinte, refere-se a um grupo algquilo insaturado,

ramificado, de cadeia linear ou ciclico com pelo menos uma
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ligacdo dupla carbono-carbono derivada pela remocdo de um
dtomo de hidrogénio a partir de um Unico &tomo de carbono
de um alceno progenitor. O grupo pode estar na conformacéo
cis ou trans em torno da ligacdo dupla(s). Os grupos
alcenilo tipicos incluem, mas ndo estdo limitados a,
etenilo; propenilos tais como prop-l-en-1-ilo, prop-l-en-2-
ilo, prop-2-en-1-ilo, prop-2-en-2-ilo, cicloprop-l-en-1-
ilo; cicloprop-2-en-1-ilo; butenilos tais como but-l-en-1-
ilo, but-l-en-2-ilo, 2-metil-prop-l-en-1-ilo, but-2-en-1-
ilo, but-2-en-2-ilo, buta-1,3-dien-1-ilo, buta-1,3-dien-2-
ilo, ciclobut-l-en-1-ilo, ciclobut-l-en-3-ilo, ciclobuta-
1,3-dien-1-ilo, etc., e afins. Em formas de realizacédo

preferidas, o grupo alcenilo é (C2-C6) alcenilo.

"Alcinilo", por si sb& ou como parte de um outro
substituinte refere-se a um grupo alguilo insaturado,
ramificado, de cadeia linear ou ciclica com pelo menos uma
ligacdo tripla carbono-carbono derivada pela remocdo de um
dtomo de hidrogénio de um uUnico &tomo de carbono de um
alcino progenitor. Os grupos alcinilo tipicos incluem, mas
ndo estdo limitados a, etinilo; propinilo tais como prop-1-
in-1-ilo, prop-2-in-1-ilo, etc.; butinilos tais como but-1-
in-1-ilo, but-1-in-3-ilo, but-3-in-1-ilo, etc., e afins. Em
formas de realizacdo preferidas, o grupo alcinilo & (C2-C6)

alcinilo.

"Alquildiilo", por si prdéprio ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo hidrocarboneto saturado
ou insaturado, ramificado, de cadeia linear ou ciclica
divalente, tendo o numero declarado de &tomos de carbono
(isto é, Cl-C6 significa de um a seis &atomos de carbono)
derivado pela remocdo de um atomo de hidrogénio de cada um
de dois &atomos de carbono diferentes de um alcano, alceno
ou alcino progenitor, ou por remocdo de dois &tomos de

hidrogénio a partir de um uUnico é&tomo de carbono de um
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alcano, alceno ou alcino progenitor. O0s dois centros
radicais monovalentes ou cada valéncia do centro radical
divalente podem formar ligacdes com os mesmos ou diferentes
atomos. Grupos tipicos alquildiilo incluem, mas ndo estédo
limitados a, metanodiilo; etildiilos, tais como etan-1,1-
diilo, etan-1,2-diilo, eten-1,1-diilo, eten-1,2-diilo;
propildiilos tais como propan-1,1-diilo, propan-1,2-diilo,
propan-2,2-diilo, propan-1,3-diilo, ciclopropan-1,1-diilo,
ciclopropan-1,2-diilo, prop-l-en-1, 1-diilo, prop-l-en-1,2-
diilo, prop-2-en-1,2-diilo, prop-l-en-1,3-diilo, cicloprop-
l-en-1,2-diilo, cicloprop-2-en-1,2-diilo, cicloprop-2-en-1,
1-diilo, prop-l-ino-1,3-diilo, etc.; butildiilos tais como,
butan-1,1-diilo, butan-1,2-diilo, butan-1,3-diilo, butan-
1,4-diilo, butan-2,2-diilo, 2-metil-propan-1,1-diilo, 2-
metil-propan-1,2-diilo, ciclobutan-1,1-diilo, ciclobutan-
1,2-diilo, ciclobutan-1,3-diilo, but-l-en-1,1-diilo, but-1-
en-1,2-diilo, but-l-en-1,3-diilo, but-l-en-1,4-diilo, 2-
metil-prop-l-en-1,1-diilo, 2-metanilidene-propan-1,1-diilo,
buta-1,3-dien-1,1-diilo, buta-1,3-dien-1,2-diilo, buta-1, 3-
dien-1,3-diilo, buta-1,3-dien-1,4-diilo, ciclobut-l-en-1,2-
diilo, ciclobut-1-en-1,3-diilo, ciclobut-2-en-1,2-diilo,
ciclobuta-1,3-dien-1,2-diilo, ciclobuta-1,3-dien-1,3-diilo,
but-1-ino-1,3-di-ilo, but-1l-ino-1,4-diilo, Dbuta-1,3-diin-
1,4-diilo, etc.; e afins. Quando sdo pretendidos niveis
especificos de saturacdo, a nomenclatura alcanildiilo,
alcenildiilo e/ou alcinildiilo ¢ wusada. Sempre que ¢&
especificamente pretendido que as duas valéncias estejam no
mesmo A&tomo de carbono, a nomenclatura "alquilideno" &
utilizada. Em formas de realizacdo preferidas, o grupo
alquildiilo é (Cl1-C6) alguildiilo. Também preferidos sé&o
grupos alcanildiilo aciclicos saturados em que o0s centros
de radicais estdo nos carbonos terminais, por exemplo,
metanodiilo (metano); etan-1,2-diilo (etano); propan-1,3-
diilo (propano); Dbutan-1,4-diilo (butano); e semelhantes

(também referida como alcilenos, definidos abaixo).
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"Alcileno", por si préprio ou como parte de um outro
substituinte, refere-se a um grupo alquildiilo saturado ou
insaturado de cadeia linear com dois centros radicais
monovalentes terminais derivados através da remocdo de um
dtomo de hidrogénio a partir de cada um dos dois &tomos de
carbono terminais do alcano, alceno ou alcino de cadeia
linear progenitor. A localizacdo de uma ligacdo dupla ou
tripla, se presente, num determinado alcileno é indicada
entre paréntesis retos. Grupos alcileno tipicos incluem,
mas ndo estdo limitados a, metano; etilenos tais como
etano, eteno, etino; propilenos tais como propano,
propl[lleno, propall,2]dieno, proplllino, etc.; butilenos,
tals como butano, but[lleno, but[2]eno, butall,3]dieno,
butal[l]lino, but[2]ino, butall,3]diino, etc.; e similares.
Quando se pretendem niveis especificos de saturacdo, a
nomenclatura alcano, alceno e/ou alcino é usada. Em formas
de realizacdo preferidas, o grupo alcileno é (C1-C6) ou
(Cl-C3)alcileno. Também preferidos s&do o0s grupos alcano de
cadeia linear saturados, por exemplo, metano, etano,

propano, butano, e afins.

"Heteroalquilo", “Heteroalcanilo”, "Heteroalcenilo",

“Heteroalcinilo", “Heteroalquildiilo" e "Heteroalcileno",

por si ou como parte de outro substituinte, referem-se a
grupos alquilo, alcanilo, alcenilo, alcinilo, alguildiilo e
alcileno, respetivamente, nos quais um ou mais Atomos de
carbono sdo cada um independentemente substituidos com os
mesmos ou diferentes heterodtomos ou grupos heteroatdmicos.
Heterodtomos e/ou grupos heteroatdmicos tipicos que podem
substituir os &tomos de carbono incluem, mas ndo estédo
limitados a, -0-, -S-, -SO0-, -NR'-, -PH-, -S(0)-, -S(0),—-,
-S(O)NR'-, -S(0),NR'-, e outros semelhantes, incluindo as
suas combinacdes, em que cada R' ¢ independentemente

hidrogénio ou (Cl-C6) alquilo.
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"Cicloalguilo" e "Heterocicloalguilo", por si s ou como

parte de outro substituinte, referem-se a versbes ciclicas
de grupos "alquilo" e "heteroalquilo", respetivamente. Para
grupos hetercalquilo, um heterodtomo pode ocupar a posicédo
que estd ligada a restante molécula. Grupos cicloalquilo
tipicos incluem, mas n&o estdo limitados a, ciclopropilo;
ciclobutilos como ciclobutanilo e ciclobutenilo;
ciclopentilos, tais como ciclopentanilo e ciclopentenilo;
ciclohexilos como ciclohexanil e ciclohexenilo; e
similares. Grupos heterocicloalquilo tipicos incluem, mas
ndo estdo limitados a, tetra-hidrofuranilo (por exemplo,
tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, etc.),
piperidinilo (por exemplo, piperidin-1-ilo, piperidin-2-
ilo, etc.), morfolinilo (por exemplo, morfolin-3-ilo,
morfolin-4-ilo, etc.), piperazinilo (por exemplo,

piperazin-1-ilo, piperazin-2-ilo, etc.), e semelhantes.

"Ponte heterocatdédmica aciclica" refere-se a uma ponte

divalente, em que os adtomos do esqueleto sdo exclusivamente
heterodtomos e/ou grupos heteroatdémicos. Pontes
heteroatdmicas aciclicas tipicas incluem, mas ndo séo
limitadas a, -0-, -S-, -SO-, -NR'-, -PH-, -S(0)-, -S(O),-,
-S(O)NR'-, -S(0)3,NR'-, e semelhantes, incluindo as suas
combinacdes, em que cada R' é independentemente hidrogénio

ou (Cl-Ce) alquilo.

"Sistema de anel aromdtico progenitor" refere-se a um

sistema de anel ciclico ou policiclico insaturado tendo um
sistema conjugado de eletrdes n. Especificamente incluidos
dentro da definicdo de "sistema de anel aromético
progenitor" estdo os sistemas de anel fundidos em que um ou
mais dos anéis sdo aromaticos e um ou mais dos anéis séo
saturados ou insaturados, tais como, por exemplo, fluoreno,

indano, indeno, fenaleno, tetrahidronaftaleno, etc. Os
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sistemas de anéis aromdticos progenitores tipicos incluem,
mas ndo estdo limitados a, aceantrileno, acenaftileno,
acefenantrileno, antraceno, azuleno, benzeno, criseno,
coroneno, fluoranteno, fluoreno, hexaceno, hexafeno,
hexaleno, indaceno, s-indaceno, indano, indeno, naftaleno ,

octaceno, octafeno, octaleno, ovaleno, penta-2,4-dieno,

pentaceno, pentaleno, pentafeno, perileno, fenaleno,
fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno, pirantreno,
rubiceno, hidronaftaleno, trifenileno, trinaftaleno, e

semelhantes, como bem como os varios isdmeros hidro deles

derivados.

"Arilo", por si sd ou como parte de um outro substituinte,
refere-se a um grupo hidrocarboneto aromdtico monovalente,
tendo o numero declarado de a&tomos de carbono (isto &, Cbh-
Cl5 significa de 5 a 15 &tomos de carbono) derivado pela
remocdo de um &tomo de hidrogénio a partir de um uUnico
atomo de carbono de um sistema de anel aromatico
progenitor. Grupos arilo tipicos incluem, mas ndo estédo
limitados a, grupos derivados de aceantrileno,
acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno, benzeno,
criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno, hexaceno,
hexafeno, hexaleno, as-indaceno, s-indaceno, indano,
indeno, naftaleno, octaceno, octafeno, octaleno, ovaleno,
penta-2,4-dieno, pentaceno, pentaleno, pentafeno, perileno,
fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno,
pirantreno, rubiceno, trifenileno, trinaftaleno, e
semelhantes, bem como os varios isdmeros hidro deles
derivados. Em formas de realizacdo preferidas, o grupo
arilo ¢ (C5-Cl5) arilo, com (C5-C1l0) sendo ainda mais
preferido. Arilos particularmente preferidos s&do 0os
ciclopentadienilo, fenilo e naftilo.

Z

"Arilarilo", por si s6 ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo hidrocarboneto



25

monovalente derivado pela remocdo de um adtomo de hidrogénio
a partir de um tUnico &tomo de carbono de um sistema em anel
no qual dois ou mais sistemas de anel arométicos
progenitores idénticos ou ndo idénticos sdo unidos
diretamente entre si por uma ligacdo simples, em gue O
nimero de tais juncdes simples de anel é menos um do gue O
numero de sistemas de anéis aromaticos progenitores
envolvidos. Grupos arilarilos tipicos incluem, mas néo
estdo limitados a, Dbifenilo, trifenilo, fenil-naftilo,
binaftilo, bifenil-naftilo, e semelhantes. Quando o numero
de 4tomos de carbono num grupo arilarilo for especificado,
08 numeros referem-se aos atomos de carbono compreendendo
cada anel aromatico progenitor. Por exemplo, (C5-C15)
arilarilo é um grupo arilarilo em que cada anel aromético
compreende de 5 a 15 &tomos de carbono, por exemplo,
bifenilo, trifenilo, binaftilo, fenilnaftilo, etc.
Preferivelmente, cada sistema de anel aromédtico progenitor
de um grupo arilarilo ¢é independentemente um (C5-C15)
aromatico, mais preferencialmente um (C5-C10) aroméatico.
Também s&do preferidos os grupos arilarilo em que todos os
sistemas de anéis aromdticos progenitores sdo idénticos,
por exemplo, bifenilo, trifenilo, binaftilo, trinaftilo,
etc.

"Biarilo", por si s& ou como parte de um outro
substituinte, refere-se a um grupo arilarilo tendo dois
sistemas aromaticos progenitores idénticos unidos
diretamente entre si por uma ligacdo simples. Grupos
biarilo tipicos incluem, mas nédo estdo limitados a,
bifenilo, binaftilo, biantracilo, e semelhantes. De
preferéncia, o0s sistemas de anéis aromadticos s&do anéis
aromaticos (C5-C15), mais preferivelmente anéis arométicos
(C5-C10). Um grupo Dbiarilo particularmente preferido é o

bifenilo.



26

"Arilalguilo", por si sbé ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo alguilo aciclico em que
um dos Atomos de hidrogénio ligados a um &tomo de carbono,
tipicamente um &tomo de carbono terminal ou sp’, é
substituido com um grupo arilo. Grupos arilalgquilo tipicos
incluem, mas ndo estdo limitados a, benzilo, 2-feniletan-1-
ilo, 2-fenileten-1-ilo, naftilmetilo, 2-naftiletan-1-ilo,
2-naftileten-1-ilo, naftobenzilo, 2-naftofeniletan-1-ilo e
semelhantes. Quando grupos alquilo especificos sédo
pretendidos, a nomenclatura arilalcanilo, arilalcenilo e/ou
arilalcinilo é usada. Em formas de realizacdo preferidas, o
grupo arilalquilo ¢é (C6-C21) arilalquilo, por exemplo, ©
alcanilo, alcenilo ou alcinilo do grupo arilalgquilo é (Cl-
Cob) e a porcdo arilo & (C5-Cl15). Em formas de realizacéo
particularmente preferidas, o grupo arilalquilo é (C6-Cl13),
por exemplo, o alcanilo, alcenilo ou alcinilo do grupo

arilalquilo & (Cl-C3) e o grupo arilo & (C5-C10).

"Sistema de anel heterocaromdtico progenitor" refere-se a um

sistema de anel aromédtico progenitor no gqual um ou mais
atomos de carbono sao, cada um, independentemente
substituidos com os mesmos ou diferentes heterodtomos ou
grupos heteroatdémicos. Heterodtomos ou grupos
heteroatdémicos tipicos para substituir os &tomos de carbono
incluem, mas ndo estdo limitados a, N, NH, P, O, S, S(0O),
S(0) o, Si, etc. Especificamente incluidos dentro da
definicédo de "sistemas de anel heteroaromético progenitor"
sdo sistemas de anéis fundidos em gue um ou mais dos anéis
sdo aromédticos e um ou mais dos anéis sdo saturados ou
insaturados, tais como, por exemplo, benzodioxano,
benzofurano, cromano, cromeno, indole, indolina, =xanteno,
etc. Também incluidos na definicdo de "sistema de anel
heteroaromético progenitor" estédo aqueles anéis
reconhecidos que incluem substituintes comuns, tais como,

por exemplo, benzopirona e l-metil-1,2,3,4-tetrazole.
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Especificamente excluidos da definicdo de "sistema de anel
heterocaromdtico progenitor" estdo anéis de benzeno fundidos
a polialgquilenoglicdis ciclicos tais como
polietilenoglicdis ciclicos. Os Sistemas de anel
heteroaromdtico progenitor tipicos incluem, mas n&do estdo
limitados a, acridina, benzimidazolo, benzisoxazolo,
benzodioxano, benzodioxolo, benzofurano, benzopirona,
benzotiadiazole, benzotiazolo, benzotriazolo, benzoxaxine,
benzoxazole, benzoxazoline, carbazole, R-carbolina,
cromano, cromeno, cinolina, furano, imidazole, indazole,
indole, indolina, indolizina, isobenzofurano, 1isocromeno,
isoindole, isoindolina, isoquinolina, isotiazole,
isoxazole, naftiridina, oxadiazole, oxazole, perimidina,
fenantridina, fenantrolina, fenazina, ftalazina, pteridina,
purina, pirano, pirazina, pirazole, piridazina, piridina,
pirimidina, pirrole, pirrolizina, dgquinazolina, gquinolina,
quinolizina, qguinoxalina, tetrazole, tiadiazole, tiazole,
tiofeno, triazole, xanteno, e afins.

Z

"Heteroarilo", por si sé ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo heteroaromético
monovalente tendo o numero de adtomos de anel declarado (por
exemplo, "com 5-14 membros" significa 5-14 a&tomos de anel),
derivado pela remocdo de um atomo de hidrogénio a partir de
um Unico &atomo de um sistema de anel heteroaromatico
progenitor. Grupos heterocarilo tipicos incluem, mas né&o
estédo limitados a, grupos derivados de acridina,
benzimidazolo, benzisoxazolo, benzodioxano, benzodiaxole,
benzofurano, benzopirona, benzotiadiazole, benzotiazolo,
benzotriazolo, benzoxazina, benzoxazolo, benzoxazoline,

carbazole, B-carbolina, cromano, cromeno, cinolina, furano,

imidazole, indazole, indole, indolina, indolizina,
isobenzofurano, isocromeno, isoindole, isoindolina,
isoquinolina, isotiazole, isoxazole, naftiridina,

oxadiazole, oxazole, perimidina, fenantridina,
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fenantrolina, fenazina, ftalazina, pteridina, purina,
pirano, pirazina, pirazole, piridazina, piridina,
pirimidina, pirrole, pirrolizina, quinazolina, guinolina,
quinolizina, guinoxalina, tetrazole, tiadiazole, tiazole,
tiofeno, triazole, xanteno, e afins, bem como o0s vVAarios
isdémeros hidro deles derivados. Em formas de realizacédo
preferidas, o grupo hetercarilo é um hetercarilo de 5-14
membros, sendo particularmente preferido um heteroarilo com

5-10 membros.

"Heteroaril-Heterocarilo", por si s6 ou como parte de um

outro substituinte, refere-se a um grupo heteroaromético
monovalente derivado pela remocdo de um adtomo de hidrogénio
a partir de um uUnico &dtomo de um sistema em anel no qual
dois ou mais sistemas de anéis heteroarométicos
progenitores idénticos ou ndo idénticos sdo unidos
diretamente entre si por uma ligacdo simples, em gue O
nimero de tais juncdes de anel diretas é menos um do gue O
numero de sistemas de anéis heterocaromdticos progenitores
participantes. Grupos heteroaril-heteroarilo tipicos
incluem, mas nao estédo limitados a, bipiridilo,
tripiridilo, piridilpurinilo, bipurinilo, etc. Quando o
numero de atomos ¢é especificado, os numeros referem-se ao
numero de 4tomos compreendidos nos sistemas de anel
heteroaromatico de cada progenitor. Por exemplo, 5-15
heteroarilo-heteroarilo é um grupo heterocaril-heterocarilo
em que cada sistema de anel hetercaromdtico progenitor
compreende de 5 a 15 é&atomos, por exemplo, bipiridilo,
tripuridilo, etc. Preferivelmente, cada sistema de anel
heteroaromatico progenitor é, independentemente, um
heteroaromdtico de 5-15 membros, mais preferencialmente um
heteroaromatico de 5-10 membros. Também sdo preferidos os
grupos heterocaril-heteroarilo nos quais todos os sistemas

de anéis heterocaromdticos progenitores sdo idénticos.



29

"Biheteroarilo", por si préprio ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo heterocaril-heterocarilo
possuindo dois sistemas de anéis heteroaromdticos
progenitores idénticos unidos diretamente entre si por uma
ligacdo simples. Grupos biheterocarilo tipicos incluem, mas
néao estédo limitados a, bipiridilo, bipurinilo,
biquinolinilo, e semelhantes. De preferéncia, os sistemas
de anéis heteroaromdticos s&o anéis heterocaromédticos com 5-
15 membros, mais preferivelmente com 5-10 anéis

heteroaromédticos membros.

"Heteroarilalquilo", por si sb ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo alquilo aciclico em que
um dos &tomos de hidrogénio ligados a um &tomo de carbono,
tipicamente um A4tomo de carbono terminal ou sp° é
substituido com um grupo heteroarilo. Quando sédo

pretendidos grupos alguilo especificos, a nomenclatura

heteroarilalcanilo, heteroarilalcenilo e/ou
heteroarilalcinilo ¢ usada. Em formas de «realizacéo
preferidas, o grupo heteroarilalquilo é um

heteroarilalquilo com 6-21 membros, por exemplo, o
alcanilo, alcenilo ou alcinilo do heterocarilalquilo é (Cl-
C6) e a porcdo hetercarilo é um heterocarilo de 5 a 15
membros. Em formas de realizacéo particularmente
preferidas, o hetercarilalquilo é um heteroarilalquilo de
6-13 membros, por exemplo, o grupo alcanilo, alcenilo ou
alcinilo é (Cl1-C3) alguilo e o heterocarilo um heteroarilo

de 5-10 membros.

"Halogénio" ou "halo", por si sé6 ou como parte de outro

substituinte, a menos que seja indicado o contrario,

referem-se a fltor, cloro, bromo e iodo.

"Haloalgquilo", por si sé ou como parte de um outro

substituinte, refere-se a um grupo algquilo no qual um ou
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mais dos Atomos de hidrogénio ¢é substituido com um
halogénio. Assim, o termo "haloalquilo" pretende incluir,
monohaloalquilos, dihalocalquilos, trihaloalquilos, etc.,
até perhalocalquilos. Por exemplo, a expressdo "(Cl-C2)
haloalgquilo" inclui fluorometilo, difluorometilo,
trifluorometilo, 1-fluoroetilo, 1,1-difluoroetilo, 1,2-

difluorocetilo, 1,1,1-trifluoroetilo, perfluoroetilo, etc.

Os grupos acima definidos podem incluir prefixos e/ou
sufixos que sdo comumente utilizados na técnica para criar
grupos substituintes adicionais bem reconhecidos. Como
exemplos, "alquildéxi" ou "alcdxi" refere-se a um grupo de
férmula -OR", "alquilamina" refere-se a um grupo de férmula
-NHR" e “dialgquilamina” refere-se a um grupo de fdérmula -
NR"R", em que cada R" é independentemente um grupo alguilo.
Como outro exemplo, “haloalcdxi” ou “haloalquildxi” refere-
se a um grupo de férmula -OR"', em que R'" & um

haloalquilo.

"Grupo protetor" refere-se a um grupo de adtomos gque, gquando

ligados a um grupo funcional reativo numa molécula,
mascara, reduz ou impede a reatividade do grupo funcional.
Tipicamente, um grupo protetor pode ser removido
seletivamente como desejado durante o decurso de uma
sintese. Exemplos de grupos protetores podem ser
encontrados em Greene e Wuts, Protective Groups in Organic
Chemistry, 3@ ED., 1999, John Wiley & Sons, NY, e Harrison
et al., Compendium of Synthetic Organic Methods, Vols. 1-8,
1971-1996, John Wiley & Sons, NY. Grupos protetores de

amino representativos incluem, mas ndo estdo limitados a,

formilo, acetilo, trifluorocacetilo, benzilo,
benziloxicarbonilo ("CBZ"), terc-butoxicarbonilo ("Boc"),
trimetilsililo ("TMS"™), 2-trimetilsilil-etanossulfonilo

("TES"), tritilo e grupos tritilo substituidos,
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aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo ("FMOC"™) ,
nitro-veratrildéxicarbonilo ("NVOC") e afins. 0s grupos
protetores de hidroxilo representativos incluem, mas né&o
estdo limitados a, aqueles em que o grupo hidroxilo é
acilado ou alguilado tais como éteres de benzilo e tritilo,
bem como éteres de algquilo, éteres de tetra-hidropiranilo,
éteres de trialquilsililo (por exemplo, grupos TMS ou

TIPPS) e éteres alilo.

"Pré-fadrmaco" refere-se a um derivado de um composto 2,4-

pirimidinadiamina ativo (farmaco) que requer uma
transformacdo de acordo com as condicdes de utilizacdo, tal
como dentro do corpo, para libertar o férmaco ativo 2,4-
pirimidinadiamina. Os pré-farmacos sdo frequentemente, mas
ndo necessariamente, farmacologicamente inativos até serem
convertidos no farmaco ativo. Os pro-farmacos s&do
tipicamente obtidos mascarando um grupo funcional no
fadrmaco de 2,4-pirimidinadiamina que se cré ser em parte
necessario para a atividade, com um progrupo (definido
abaixo) de modo a formar um prdé-molécula que sofre uma
transformacéo, tal como clivagem, nas condicdes de
utilizacdo especificadas de forma a libertar o grupo
funcional e, consequentemente, o farmaco ativo de 2,4-
pirimidinadiamina. A clivagem da pré-molécula pode
proceder-se espontaneamente, tal como por meio de uma
reacdo de hidrdlise, ou pode ser catalisada ou induzida por
outro agente, tal como por uma enzima, pela luz, por &acido
ou base, ou por uma mudanca de ou exposicdo a um paradmetro
fisico ou ambiental, tal como uma mudanca de temperatura. O
agente pode ser enddgeno as condicgcdes de utilizacdo, tal
como uma enzima presente nas células em que o prbé-farmaco é
administrado ou as condic¢des acidicas do estdmago, ou pode

ser fornecido exogenamente.
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Uma grande variedade de progrupos, bem como as proéo-
moléculas resultantes, adequados para mascarar Jgrupos
funcionais nos compostos de 2,4-pirimidinadiaminas ativos
de maneira a produzir pré-farmacos ¢é bem conhecida na
técnica. Por exemplo, um grupo funcional hidroxilo pode ser
mascarado como uma pré-molécula de sulfonato, éster ou
carbonato, a qual pode ser hidrolisada 1in vivo para
proporcionar o grupo hidroxilo. Um grupo funcional amino
pode ser mascarado como uma prdé-molécula de amida,
carbamato, imina, ureia, fosfenil, fosforilo ou sulfenilo,
que pode ser hidrolisada in vivo para proporcionar O grupo
amino. Um grupo carboxilo pode ser mascarado como uma pro-
molécula de éster (incluindo ésteres e tioésteres de
sililo), amida ou hidrazida, o qual pode ser hidrolisada in
vivo para proporcionar o grupo carboxilo. Os grupos
protetores de azoto e pré-fadrmacos de azoto da invencdo
podem incluir grupos alquilo inferiores, bem como amidas,
carbamatos, etc. Outros exemplos especificos de progrupos
adequados e suas respetivas prdé-moléculas serdo evidentes

para aqueles peritos na técnica.

"Progrupo" refere-se a um tipo de grupo protetor que quando
utilizado para mascarar um grupo funcional num férmaco
ativo de 2,4-pirimidinadiamina para formar uma proéd-
molécula, converte o farmaco para um pré-farmaco. Progrupos
estdo tipicamente ligados ao grupo funcional do férmaco por
via de ligacdes que sédo clivaveis sob condicgdes especificas
de uso. Assim, um progrupo ¢é aquela porcdo de uma prd-
molécula que é clivada para libertar o grupo funcional de
acordo com as condicdes de utilizacdo especificadas. Como
um exemplo especifico, uma prdé-molécula de amida de foérmula

-NH-C (O) CH3; compreende o progrupo —-C(O)CHs.
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"Recetor de Fc" refere-se a um membro da familia de

moléculas da superficie celular que se liga a porcgédo Fc
(que contém a regido constante especifica) de uma
imunoglobulina. Cada recetor Fc liga imunoglobulinas de um
tipo especifico. Por exemplo, o recetor de Fca ("FcoaR"™)

liga-se a IgA, o FCeR liga-se a IgE e o FcyR liga-se a IgG.

A familia FcoR inclui o recetor polimérico de Ig envolvido
no transporte epitelial de IgA/IgM, o recetor especifico
micléide RcoRI (também chamado CD89), o Fco/pR e pelo menos
dois recetores de IgA alternativos (para uma revisédo
recente ver Monteiro & van de Winkel, 2003, Annu. Rev.
Immunol, e-publicacdo em avanco). O FcaRI é expresso em
neutrdéfilos, eosindfilos, mondécitos/macrdéfagos, células
dendriticas e células de kupfer. O FcoaRI inclui uma cadeia
alfa e o homodimero FcR gama que tem um motivo de ativacéo

(ITAM) no dominio citoplasmatico e fosforila a Syk guinase.

A familia FceR inclui dois tipos, designados FceRI e FceRII
(também conhecido como CD23). O FceRI é um recetor de alta
afinidade (liga-se a IgE com uma afinidade de cerca de 10%
M) encontrado em mastécitos, baséfilos e eosinbdfilos, que
ancora IgE monomérica a superficie da célula. O FceRI
possui uma cadeia alfa, uma cadeia beta e o homodimero de
cadeia gama discutido acima. O FceRII & um recetor de baixa
afinidade expresso em fagbcitos mononucleares, linfécitos
B, eosindéfilos e plaquetas. O FceRII compreende um
polipéptido de cadeia Unica, e ndo inclui o homodimero da

cadeia gama.

A familia FcyR inclui trés tipos, designados FcyRI (também
conhecido como CD64), FcyRII (também conhecido como CD32) e
FcyRIII (também conhecido como CD16). FcyRI & um recetor de
alta afinidade (liga-se a IgGl com uma afinidade de 10° M%)

encontrado em mastdécitos, basdfilos, células mononucleares,
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neutrdéfilos, eosindfilos, células fagociticas e
dendriticas, que ancora IgG monomérica na superficie da
célula. O FcyRI inclui uma cadeia alfa e o dimero de cadeia

gama compartilhada por FcoaRI e FceRI.

O FcyRII é um recetor de Dbaixa afinidade expresso em
neutré6filos, eosindéfilos, mondébcitos, plaquetas e linfécitos
B. O FcyRII inclui uma cadeia alfa, e ndo inclui o

homodimero da cadeia gama discutido acima.

O FcyRIII é um recetor de baixa afinidade (liga-se a IgGl
com uma afinidade de 5x10° M%) expresso em NK, eosinéfilos,
macroéfagos, neutré6filos e mastdcitos. E composto por uma
cadeia alfa e o homodimero gama compartilhado por FcaRI,

FceRI e FcvyRI.

Os peritos na técnica irdo reconhecer que a estrutura de
subunidades e ©propriedades de ligacdo destes diversos
recetores Fc, bem como os tipos de células que oS
expressam, nao estao completamente caracterizados. A
discussédo acima reflete apenas o estado da arte atual sobre
esses recetores (ver, por exemplo, Immunobiology: The
Immune System in Health and Disease, 5% Edicdo, Janeway et
al, Eds, 2001, ISBN 0-8153-3642-x, Figura 9.30 na pagina
371), e ndo se pretende que sejam limitativos no que diz
respeito & miriade de cascatas de sinalizacdo de recetor

que podem ser reguladas com os compostos aqui descritos.

"Desgranulacdo mediada pelo recetor Fc" ou " Desgranulacédo

induzida pelo recetor Fc" refere-se a desgranulacdo due

prossegue via uma cascata de transducdo de sinal do recetor

Fc iniciada por reticulacdo de um recetor de Fc.

"Desgranulacdo induzida pela IgE" ou "Desgranulacdo mediada

por FceRI" refere-se a desgranulacdo gque prossegue via a
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cascata de transducdo de sinal do recetor de IgE iniciada
por reticulacdo de IgE ligada a FceRI. A reticulacdo pode
ser induzida por um alergénio ou outro agente de ligacéo
multivalente especifico de IgE, tal como um anticorpo anti-
IgE. Em referéncia a FIG. 2, em mastdcitos e/ou basdfilos,
a cascata de sinalizacéo de FceRI que conduz a
desgranulacédo pode ser dividida em duas fases: a montante e
a jusante. A fase a montante inclui todos os processos que
ocorrem antes da mobilizacdo do i1do célcio (ilustrada como
"ca’" na FIG 2; ver também a FIG. 3). A fase a jusante
inclui a mobilizacdo de ido de calcio e todos 0s processos
a jusante dos mesmos. Os compostos gque inibem a
desgranulacdo mediada por FceRI podem atuar em qualquer
ponto ao longo da cascata de transducdo de sinal mediada
por FceRI. Os compostos que inibem seletivamente a
desgranulacdo mediada por FceRI a montante atuam para
inibir a porcdo da cascata de sinalizacdo de FceRI a
montante do ponto em que é induzida a mobilizacdo do ié&o
cdlcio. Em ensaios celulares, os compostos que inibem
seletivamente a montante a desgranulacdo mediada por FceRI
inibem a desgranulacdo de células tais como mastdcitos ou
baséfilos que estdo ativadas ou estimuladas com um
alergénio ou agente de ligacdo especifico de IgE (tal como
um anticorpo anti-IgE), mas ndo inibem apreciavelmente a
desgranulacdo de células que sdo ativadas ou estimuladas
com agentes desgranuladores que evitam a via de sinalizacédo
de FceRI, tal como, por exemplo, os iondforos de célcio

ionomicina e A23187.

"Desgranulacdo Induzida por IgG" ou "Desgranulacdo Mediada

por FcyRI" refere-se a desgranulacdo gue prossegue via a
cascata de transducdo de sinal de FcyRI iniciada pela
reticulacdo de FcyRI ligado a IgG. A reticulacdo pode ser
induzida por um alergénio especifico de IgG ou de outro

agente de ligacdo multivalente, tal como um anticorpo anti-
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IgG ou fragmento de anticorpo. Tal como a cascata de
sinalizacdo de FceRI, em mastdédcitos e basdfilos a cascata
de sinalizacdo de FcyRI também leva a desgranulacdo dque
pode ser dividida nas mesmas duas fases: a montante e a
jusante. De forma semelhante a desgranulacdo mediada por
FceRI, 0s compostos que inibem seletivamente a
desgranulacdo mediada por FcyRI a montante atuam a montante
do ponto em que ¢ induzida a mobilizacdo do ido cédlcio. Em
ensaios celulares, os compostos que inibem seletivamente a
desgranulacdo mediada por FcyRI a montante inibem a
desgranulacdo de células tais como mastdcitos ou basdfilos
que estdo ativadas ou estimuladas com um alergénio ou
agente de ligacdo especifico de IgG (tal como um anticorpo
ou fragmento anti-IgG), mas ndo inibem significativamente a
desgranulacdo de células gque se encontram ativadas ou
estimuladas com agentes desgranuladores que evitam a via de
sinalizacdo de FcyRI, tal como, por exemplo, os iondforos

de célcio ionomicina e A23187.

"Desgranulacdo Induzida por Iondéforo" ou "Desgranulacédo

Mediada por Iondéforo" refere-se a desgranulacdo de uma

célula, tal como um mastdédcito ou basdfilo, que ocorre apds
a exposicdo a um iondéforo de calcio, tal como, por exemplo,

ionomicina ou A23187.

"Syk Quinase" refere-se a bem conhecida proteina

(citoplasmatica) ndo recetor do baco, com 72kDa, tirosina
quinase expressa em células B e outras células
hematopoiéticas. A  Syk quinase inclui dois dominios
consenso de homologia Src 2 (SH2) em tandem que se ligam a
motivos de ativacdo fosforilados Dbaseados em imuno-
recetores de tirosina ("ITAMs"), um dominio "ligador" e um
dominio catalitico (para uma revisdo da estrutura e funcéo
da Syk quinase ver Sada et al., 2001, J. Biochem. (Tbéquio)
130: 177-186), ver também Turner et al, 2000, Immunology



37

Today 21: 148-154). A Syk qguinase tem sido extensamente
estudada como um efetor de sinalizacdo do recetor da célula
B (BCR) (Turner et al., 2000, supra). A Syk qguinase ¢&
também critica para a fosforilacdo da tirosina de maltiplas
proteinas que regulam vias importantes desde imuno-
recetores, tais como mobilizacdo de ca’® e cascatas da
quinase de proteinas ativadas por mitogénio (MAPK) (ver,
por exemplo, a FIG. 2) e desgranulacdo. A Syk guinase
desempenha também um papel critico na sinalizacdo de
integrinas nos neutréfilos (ver, por exemplo, Mocsai et al.

2002, Immunity 16: 547-558).

Tal como agui utilizado, a Syk quinase inclui quinases de
qualquer espécie animal, incluindo, mas ndo limitado a,
Homo sapiens, simios, bovinos, porcinos, roedores, etc.,
reconhecidas como pertencendo a familia de Syk.
Especificamente incluidas estdo isoformas, variantes de
splicing, variantes alélicas, mutantes, tanto ocorridas
naturalmente como feitas pelo homem. As sequéncias de
aminodcidos destas Syk quinases sdo bem conhecidas e estéo
disponiveis no GENBANK. Os exemplos especificos de mRNAs
que codificam diferentes isoformas da Syk gquinase humana
podem ser encontradas no GENBANK n.° de acesso
gil21361552|ref|NM 003177.211,

gil496899|emb|Z29630.1 |HSSYKPTK[496899] e
gi|15030258|gb|BC011399.1|BC011399 [15030258], os quais sé&o

aqui incorporados por referéncia.

Os peritos na técnica reconhecerdo que tirosina guinases
pertencentes a outras familias podem ter sitios ativos ou
bolsas de 1ligacdo que sejam semelhantes em estrutura
tridimensional aos da Syk. Como consequéncia desta
semelhanca estrutural, espera-se que tais qguinases, aqui

referidas como "Syk mimicas", catalisem a fosforilacdo de
Y

substratos fosforilados pela Syk. Assim, seréd apreciado que
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tais Syk mimicas, cascatas de transducdo de sinal em que
essas Syk mimicas desempenham um papel e as respostas
bioldégicas efetuadas por tais Syk mimicas e cascatas de
sinalizacéo dependentes das Syk mimicas podem ser
reguladas, e em particular inibidas com os compostos de

2,4-pirimidinadiamina aqui descritos.

"Cascata de sinalizacdo dependente de Syk" refere-se a uma

cascata de transducdo de sinal em que a Syk guinase
desempenha um papel. Exemplos ndo limitativos de tais
cascatas de sinalizacdo dependentes de Syk incluem as
cascatas de sinalizacdo de FcoaRI, FceRI, FcyRI, FcyRIII,

BCR e de integrinas.

"Doenca autoimune" refere-se aquelas doencas que Sé&o

geralmente associadas com as reacdes de hipersensibilidade
ndo anafilédticas (reacdes de hipersensibilidade do Tipo II,
Tipo IITI e/ou Tipo IV), que geralmente resultam como uma
consequéncia da prépria resposta imune humoral e/ou mediada
por células do sujeito a uma ou mais substéncias
imunogénicas de origem enddgena e/ou exdbdgena. Tais doencas
autoimunes sdo diferenciadas das doencas associadas as
reacdes de hipersensibilidade anafilaticas (Tipo I ou

mediadas por IgE).
1.1 Os Compostos 2,4-pirimidinadiamina

Os compostos da invencéio sédo compostos de 2,4-

pirimidinadiamina de acordo com a fédrmula estrutural:

F. g
o
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e sails, hidratos, solvatos e N-6xidos deles derivados, em

que

em que
X é selecionado do grupo que consiste em N e CH;

Y é selecionado a partir do grupo consistindo de 0O, S, SO,

SO,, SONR®°, NH, NR®’;

7 & selecionado a partir do grupo consistindo de 0O, S, SO,

S0,, SONR°, NH, NR”;
Cada R’' ¢ independentemente (C1-C6) alquilo;

Cada R* ¢, independentemente dos outros, selecionado de

entre o grupo constituido por hidrogénio e R

R® é selecionado a partir do grupo consistindo de R®*, R®, R?®
substituido com um ou mais do mesmo ou diferentes R® ou RY,
-OR® substituido com um ou mais do mesmo ou diferentes R?®
ou R, -B(OR%*),, -B(NR°R®),, -(CH;),~R”, - (CHR*),R”, -0-(CH,) .-
R°, -S-(CH,).~R°, -0-CHR®R®, -OCR®*(R"),, -O-(CHR?),-R°, -O-
(CH,) ,~CH[ (CH,) .R°]R®,  -S-(CHR®),-R°,  -C(O)NH- (CH,),-R°, -
C (0)NH- (CHR®) ,~R”, -0- (CH;) »C (0) NH- (CH,) n~R”, -S-(CH,) «C (O)NH-
(CHz) »~R”,  -0- (CHR?®) ,-C (0) NH- (CHR®) ,-~R”,  -S- (CHR®) ,~C (0)NH-
(CHR®) ,-R”,  -NH- (CH;) R®, -NH- (CHR®),-R®, -NH[(CH,).R"], -
N[ (CH).R"],, -NH-C(0O)-NH-(CH,),~R”, -NH-C(0)- (CH,),~CHR°R e -
NH- (CH;) »C (0) -NH=- (CH) n~R";
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cada R® é selecionado independentemente a partir do grupo
constituido por hidrogénio, (C1-Co6) alquilo, (C3-C8)
cicloalgquilo, c¢iclo-hexilo, (C4-Cl11) cicloalquilalquilo,
(C5-C10) arilo, fenilo, (C6-Cl16) arilalgquilo, benzilo,
heterocalquilo de 2-6 membros, ciclo-heterocalquilo de 3-8
membros, morfolinilo, piperazinilo, homopiperazinilo,
piperidinilo, c¢icloheterocalquilalquilo de 4-11 membros,
heteroarilo de 5-10 membros e hetercarilalquilo de 6-16

membros;

cada R” é um grupo adequado selecionado independentemente
do grupo gue consiste em =0, -0RY, (C1-C3) haloalquildéxi, -
OCFs, =S, -SR% =NRY, =NORY, -NR°R®, halogénio, -CFs, -CN, -
NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, =N,, -N3, -S(O)R%, -S(0),R% -
S(0),0RY, -S(0)NR°R°, -S(0),NR°R°, -0S(0)R%, -05(0),R%, -
0S (0) ,0R?, -0S(0),NR°R®, -C(0)R%, -C(0)OR%, -C(O)NR°R®, -
C(NH)NR°R®, -C (NR®*)NR°R®, -C(NOH)R®, -C(NOH)NR°R®, -0OC(0O)R%, -
0C (0) ORY, -0C (0) NR°R®, -0C (NH) NR°R®, -0C (NR*) NR°R®, -
[NHC (0) ],R®, -[NR*C(0)],R%, -[NHC(0)],0R%, -[NR*C(0)],OR%, -
[NHC (0) ] ,NR°R®, - [NR?C (0) 1 ,NR°R®, - [NHC (NH) ] ,NR°R® e -
[NR?C (NR?) ] ,NR°R®;

cada R® é independentemente R%, ou, em alternativa, cada R°
¢ tomado em conjunto com o &4tomo de azoto ao qual esté
ligado para formar um cicloheteroalquilo ou heteroarilo de
5 a 8-membros, que pode, opcionalmente, incluir um ou mais
dos mesmos ou diferentes heterodtomos adicionais e o qual
estd opcionalmente substituido com um ou mais do mesmo ou

de diferentes grupos R® ou R adequados;

cada R ¢ independentemente R%;

cada m é independentemente um numero inteiro de 1 até 3;
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cada n ¢ independentemente um numero inteiro de 0 a 3; e

R*®* ¢ selecionado independentemente do grupo que consiste

em hidrogénio e (Cl-C6) alquilo.

Formas de realizacdo adicionais dos compostos de 2,4-

pirimidinadiamina da invencdo sd&o descritos em baixo.

Numa forma de realizacdo dos compostos da invencdo R? é

4

R : .
s, em gque cada RM, independentemente dos outos, é

Y ;

Y € 0, 2, € NH e X & N. Num aspeto em particular, Y & 0, Z

metil ou (C1-C6) alquilo e R* é Em particular,

& NH, X é N e cada R’ & metilo.

Em certas formas de realizacdo, os compostos divulgados na
aplicacdo de ©patente dos EUA com numero de série
10/631,029, depositada em Julho 29, 2003 e 10/355,543,
depositada em Janeiro 31, 2003, respetivamente, ndo estédo

incluidas no dmbito da presente aplicacéo.

Numa outra forma de realizacdo dos compostos da invencédo,
R° e R sdo tal como descritos anteriormente, com a
condicdo de que R? nao ¢é 3,4,5-trimetoxifenil, 3,4,5-

tri(Cl-C6)alcoxifenil ou
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OR®

Em que R?% R?? e R?® sdo tal como definido para R?, R’ e R%

respectivamente na patente dos EUA N° 6,235,746.

Num aspecto especifico desta forma de realizacdo, R*' é
metdéxi opcionalmente substituido com um ou mais do mesmo ou
diferentes grupos halo e/ou R*? e R*? de cada,
indepentemente um do outro, um metil ou etil opcionalmente
substituidos com um ou mais dos mesmos ou diferentes grupos

halo.

Também sdo descritas especificamente combinacdes das formas

de realizacdo acima.

Aqueles peritos na técnica apreciardo que o0s compostos de
2,4-pirimidinadiamina aqui descritos podem incluir grupos
funcionais que podem ser mascarados com pProgrupos para
criar pré-farmacos. Tais proéd-farmacos normalmente s&do, mas
ndo precisam de ser, farmacologicamente inativos até
convertidos na sua forma ativa do farmaco. De facto, muitos
dos compostos ativos de 2,4-pirimidinadiamina descritos na
TABELA 1, incluem prdé-moléculas hidroliséaveis ou de outro
modo clivaveis sob as condigdes de utilizacdo. Por exemplo,
0s grupos éster geralmente sdo sujeitos a hidrélise
catalisada por &cido para produzir o &cido carboxilico-
progenitor gquando expostos as condicdes 4cidas do estdmago,
ou de hidrdélise catalisada por base, quando expostos as

condicdes basicas do intestino ou sangue. Assim, quando
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administradas oralmente a um sujeito, as 2,4-
pirimidinadiaminas que incluem porcdes de éster podem ser
consideradas pro-fadrmacos do seu adcido carboxilico
correspondente, independentemente de a forma de éster ser
farmacologicamente ativa. Em referéncia a TABELA 1,
numerosas 2,4-pirimidinadiaminas da invencdo contendo éster

sdo ativas na sua forma éster de "prdéd-farmaco”.

Nos prdé-férmacos dos compostos da invencdo, qualguer grupo
funcional disponivel pode ser mascarado com um Progrupo
para se obter um pré-farmaco. Os grupos funcionais no
admbito dos compostos de 2,4-pirimidinadiamina que podem ser
mascarados com progrupos para inclusdo num pré-molécula
incluem, mas ndo estdo limitados a, aminas (primarias e
secundarias), hidroxilos, sulfanilos (tidis), carboxilos,
etc. Inumeros progrupos adequados para mascarar esses
grupos funcionais de modo a dar pré-moléculas que sé&o
clivaveis sob as condicgdes desejadas de wutilizacdo sé&o
conhecidos na técnica. Todos estes progrupos, isoladamente
ou em combinacdes, poderdo ser incluidos nos prdé-farmacos

dos compostos da invencéo.

Numa forma de realizacdo ilustrativa, os pré-farmacos dos
compostos da invencdo sdo compostos da invencdo, em que R°

e RY sdo substituidos POr um pProgrupo.

Os especialistas na técnica apreciardo que muitos dos
compostos da invencdo e prdé-fadrmacos deles derivados, bem
como as diferentes espécies de compostos especificamente
descritas e/ou ilustradas aqui, podem exibir o fendmeno de
tautomerismo, isomerismo conformacional, isomerismo
geométrico e/ou isomerismo 4tico. Por exemplo, 0s compostos
da invencdo e pré-farmacos deles derivados podem incluir um
ou mails centros quirais e/ou ligacdes duplas, e como

consequéncia podem existir como estereoisdmeros, tais como
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isémeros de ligacdo dupla (isto ¢, isbdmeros geométricos),
enantiémeros e diasteredmeros e suas misturas, tais como
misturas racémicas. Como outro exemplo, os compostos da
invencdo e pré-farmacos deles derivados podem existir em
vadrias formas tautoméricas, incluindo a forma de enol, a
forma ceto e suas misturas. Como os diferentes nomes,
férmulas e desenhos dos compostos, dentro da especificacéo
e reivindicacdes podem representar apenas uma das possiveis
formas tautoméricas, isoméricas conformacionais, isoméricas
bticas ou isoméricas geométricas, deve ser entendido que a
invencdo abrange gqualquer forma tautomérica, isomérica
conformacional, isomérica Ooética e/ou isomérica geométrica
dos compostos tendo uma ou mais das utilidades aqui
descritas, bem como misturas destas varias formas
isoméricas diferentes. Em caso de rotacdo limitada em torno
da estrutura do nicleo de 2,4-pirimidinadiamina,
atropisdmeros séo também possiveis e séo também

especificamente incluidos nos compostos da invencédo.

Além disso, os peritos na técnica irdo apreciar que, quando
listas de substituintes alternativos incluem membros que,
devido a requisitos de valéncia ou por outros motivos, néo
podem ser utilizados para substituir um grupo particular, a
lista destina-se a ser 1lida no contexto para incluir
aqueles membros da lista que sdo adequados para substituir
0o grupo particular. Por exemplo, ©0s peritos na arte
apreciardo que embora todas as alternativas listadas para
R® possam ser utilizadas para substituir um grupo alquilo,
algumas das alternativas, tais como =0, né&do podem ser
utilizadas para substituir um grupo fenilo. E para ser
entendido que apenas as combinacdes possiveis de pares

substituinte-grupo sdo pretendidas.

Os compostos da invencdo e prdé-farmacos deles derivados

podem ser identificados pela sua estrutura quimica ou pela
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sua designacdo quimica. Quando a estrutura quimica e o nome
quimico entram em conflito, a estrutura qguimica é

determinativa da identidade do composto especifico.

Dependendo da natureza dos varios substituintes, os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo e prod-

farmacos deles derivados podem estar na forma de sais. Tais

sais incluem sais adegquados para usos farmacéuticos ("sais
farmacologicamente aceitéveis"), sais adequados para
utilizacdes veterindrias, etc. Tais sais podem  ser

derivados de &cidos ou bases, como ¢é bem conhecido na

técnica.

Numa forma de realizacdo, o sal é um sal farmacologicamente
aceitavel. Geralmente, 0s sais farmacologicamente
aceitaveis sdo aqueles sais que retém substancialmente uma
ou mais das atividades farmacoldgicas desejadas do composto
progenitor e que sdo adegquados para administracdo a seres
humanos. 0Os sais farmacologicamente aceitdveis incluem sais
de adicdo de &4cido formados com &cidos inorgdnicos ou
dcidos orgénicos. Os 4cidos 1inorgédnicos adequados para
formar sails de adicéao de acido farmacologicamente
aceitaveis incluem, a titulo de exemplo e ndo de limitacédo,
0s &acidos hidro-halogeneto (por exemplo, &acido cloridrico,
dcido bromidrico, iodidrico, etc.), &cido sulftrico, &cido
nitrico, &cido fosfdérico, e outros semelhantes. Os &acidos
orgénicos adequados para formar sais de adicdo de é&cido
farmacologicamente aceitédveis incluem, a titulo de exemplo
e nao de limitacéao, 0 dcido acético, adcido
trifluorocacético, &acido propidénico, acido hexandbdico, éacido
ciclopentanopropidénico, é&cido glicdélico, é&acido oxéalico,
acido pirtvico, dcido 1léactico, dcido maldnico, adcido
succinico, &cido malico, &cido maleico, &cido fumérico,
dcido tartérico, é&cido citrico, &cido palmitico, 4&cido

benzdico, dcido 3-(4-hidroxibenzoil) benzdico, dcido
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cinémico, &cido mandélico, &cidos alquilsulfdénicos (por
exemplo, &cido metanossulfénico, &cido etanossulfdédnico ,
1,2-etano-dissulfédénico, adcido 2-hidroxietanossulfdénico,
etc.), adcidos arilsulfdénicos (por exemplo, adcido
benzenossulfédnico, &cido 4-clorobenzenossulfédnico, acido 2-
naftalenossulfénico, acido 4-toluenossulfdédnico, adcidos
cicloalgquilsulfdénicos (por exemplo, acido
canforossulfénico), &cido 4-metilbiciclo [2.2.2]-oct-2-eno-
l-carboxilico, acido gluco-heptdnico, dcido 3-
fenilpropidénico, &cido trimetilacético, &cido butilacético
tercidrio, &cido lauril sulfurico, &cido glucdnico, éacido
glutamico, adcido hidroxinaftdico, salicilico, adcido

estedrico, &acido mucdnico, e similares.

Os sais farmacologicamente aceitdveis também incluem sais
formados quando um protdo 4acido presente no composto
progenitor ¢é substituido ou por um i&do metdlico (por
exemplo, um 1do de metal alcalino, um 1ido de metal
alcalino-terroso ou um ido de aluminio), ou por um ido de
aménio ou coordena com uma base orgdnica (por exemplo,
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, N-
metilglucamina, morfolina, piperidina, dimetilamina,

dietilamina, etc.).

Os compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo, bem como
08 seus sais, podem também estar na forma de hidratos,

solvatos e N-6xidos, como sdo bem conhecidos na técnica.

6.3 Métodos de Sintese

Os compostos da invencdo e pré-fadrmacos deles derivados
podem ser sintetizados através de uma variedade de
diferentes vias de sintese utilizando materiais de partida
disponiveis comercialmente e/ou materiais de partida

preparados por métodos sintéticos convencionais. Exemplos
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de métodos adequados que podem ser rotineiramente adaptados
para sintetizar os compostos de 2,4-pirimidinadiamina da
invencdo e pré-farmacos deles derivados sdo encontrados na
Patente dos EUA N° 5,958,935, Pedido de Patente EUA
10/355,543, depositado em 31 de Janeiro, 2003 (Publicacéo
EUA US20040029902-A1), WO 03/063794, publicada em Agosto 1
de Agosto, 2003, Pedido de Patente dos EUA 10/631,029,
depositado em 29 de Julho, 2003 e WO 2004/014382, publicado
em 19 de Fevereiro, 2004. Todos os compostos da invencdo e
de férmula estrutural (IT) podem ser preparados por

adaptacédo rotineira destes métodos.

Uma variedade de vias de sintese exemplificativas que podem
ser utilizadas para sintetizar os compostos de 2,4-
pirimidinadiamina da invencdo s&do descritas nos Esquemas
(I)-(XI) abaixo. Nos Esquemas (I)-(XI), compostos com a
mesma numeracdo tém estruturas semelhantes. Estes métodos
podem ser rotineiramente adaptados para sintetizar os pré-

fdrmacos de acordo com a fédrmula estrutural (II).

Numa forma de realizacdo exemplar, o0s compostos podem ser
sintetizados a partir de uracilos ou tiouracilos
substituidos ou ndo substituidos tal como ilustrado no

Esquema (I), abaixo:

Esquema (I)
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No Esquema (I), R? e R® sdo como anteriormente definidos, X
¢ um halogénio (por exemplo, F, Cl, Br ou I) e Y e Y' sdo
cada um, independentemente um do outro, selecionados a
partir do grupo que consiste em O e S. Em referéncia ao
Esquema (I), uracilo ou tiouracilo 2 ¢é di-halogenado nas
posicdes 2- e 4- utilizando o agente de halogenacdo padréao
POX3 (ou outro agente de halogenacdo padrido) sob condicdes
convencionais para se obter 2,4-bishalopirimidina 4. 2N, 4N-
bis(substituido)-2,4-pirimidinadiaminas 12 e 14 podem ser
obtidas por reacdo de 2,4-bishalopirimidina 4 com excesso

de 6 ou 10, respetivamente.

A regiosselectividade da reacdo pode ser controlada
ajustando os solventes e outras condig¢des de sintese (como

temperatura), como ¢ bem conhecido na técnica.
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As reacdes representadas no Esquema (I) podem prosseguir
mais rapidamente quando as misturas reacionais s&o
aquecidas por meio de micro-ondas. Durante o aguecimento
desta forma, podem ser utilizadas as seguintes condic¢des: ©
calor a 175°C em etanol durante 5-20 minutos num reator de
Smith (Personal Chemistry) num tubo selado (a 20 bares de

pressédo) .

Os materiais de partida uracilo ou tiouracilo 2 podem ser
adquiridos a partir de fontes comerciais ou preparados
usando técnicas padrdo de quimica orgadnica. Uracilos e
tiouracilos comercialmente disponiveis e que podem ser
usados como materiais de partida no Esquema (I) incluem, a
titulo de exemplo e ndo de limitacdo, uracilo (Aldrich
#13,078-8; Registo CAS 66-22-8); 2-tiouracilo (Aldrich
#11,558-4; Registo CAS 141-90-2); 2,4-ditiouracilo (Aldrich
#15,846-1; Registo CAS 2001-93-6); 5-acetouracilo (Chem.
Sources Int'l 2000; Registo CAS 6214-65-9); 5-azidouracilo;
5-aminouracilo (Aldrich #85,528-6; Registo CAS 932-52-5);
5-bromouracilo (Aldrich #85,247-3; Registo CAS 51-20-7); 5-
(trans-2-bromovinil)-uracilo (Aldrich #45,744-2; Registo
CAS 69304-49-0); b5-(trans-2-clorovinil)-uracilo (Registo
CAS 81751-48-2); 5-(trans-2-carboxivinil)-uracilo; &cido
uracil-5-carboxilico (hidrato de acido 2,4-
dihidroxipirimidina-5-carboxilico; Aldrich #27,770-3;
Registo CAS 23945-44-0); 5-clorouracilo (Aldrich #22,458-8;
Registo CAS 1820-81-1), 5-cianouracilo (Chem. Sources Int'l
2000; Registo CAS 4425-56-3), 5-etiluracilo (Aldrich
#23,044-8; Registo CAS 4212-49-1), b5-etenluracilo (Registo
CAS 37107-81-6); 5-fluorouracilo (Aldrich #85,847-1;
Registo CAS 51-21-8), b5-iodo-uracilo (Aldrich #85,785-8;
Registo CAS 696-07-1); b-metiluracilo (timina; Aldrich
#13,199-7; Registo CAS 65-71-4); 5-nitrouracil (Aldrich
#85,276-7; Registo CAS 611-08-5); &cido uracila-5-sulféamico
(Chem. Sources Int'l 2000; Registo CAS 5435-16-5); 5-
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(trifluorometil)-uracilo (Aldrich #22,327-1; Registo CAS
54-20-06); 5-(2,2,2-trifluoroetil) -uracilo (Registo CAS
155143-31-6); 5- (pentafluoroetil) -uracilo (Registo CAS
60007-38-3); 6-aminouracilo (Aldrich #A5060-6; Registo CAS
873-83-0) acido uracil-6-carboxilico (acido ordtico;
Aldrich #0-840-2; Registo CAS 50887-69-9); 6-metiluracilo
(Aldrich #D11,520-7; Registo CAS 626-48-2); &cido uracil-5-
amino-6-carboxilico (&cido 5-aminoordético; Aldrich #19,121-
3; Registo CAS #7164-43-4); o6-amino-5-nitrosouracilo (6-
amino-2,4-di-hidroxi-5-nitrosopirimidina; #Aldrich 27,689-
8; Registo CAS 5442-24-0); acido uracil-5-fluoro-6-
carboxilico (dcido 5-fluoroordético; Aldrich #42,513-3;
Registo CAS 00000-00-0) ; e acido uracil-5-nitro-6-
carboxilico (dcido 5-nitroordtico; Aldrich  #18,528-0;
Registo CAS 600779-49-9). Uracilos e/ou tiouracilos 5-, 6-
e 5,6-substituidos adicionais estdo disponiveis em General
Intermediates of Canada, Inc., Edmonton, Alberta, Canada
(www.generalintermediates.com) e/ou Interchim, Franca
(www.interchim.com), ou podem ser preparados utilizando
técnicas padrdo. Inumeras referéncias de livros didaticos
ensinando métodos sintéticos adequados sdo fornecidos

abaixo.

As aminas 6 e 10 podem ser adquiridas a partir de fontes
comerciais ou, alternativamente, podem ser sintetizadas
utilizando técnicas convencionais. Por exemplo, aminas
adequadas podem ser sintetizadas a partir de precursores
nitro utilizando quimica padrdo. As reacdes especificas
exemplificativas sédo fornecidos na seccdo de Exemplos. Ver
também Vogel, 1989, Practical Organic Chemistry, Addison
Wesley Longman, Ltd. e John Wiley & Sons, Inc.

Os especialistas na técnica irdo reconhecer que, em alguns

casos, as aminas 6 e 10 e/ou uracilo ou tiouracilo 2 podem
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incluir grupos funcionais que requeiram protecdo durante a
sintese. A identidade exata de qualquer grupo (s)
protetor(es) utilizado(s) wvai depender da identidade do
grupo funcional a ser protegido, e serd evidente para
especialistas na técnica. Orientacdes para a selecdo de
grupos protetores adequados, bem como estratégias de
sintese para a sua ligacdo e remocdao, podem ser
encontradas, por exemplo, em Greene & Wuts, Protective
Groups in Organic Synthesis, 3d Edition, John Wiley & Sons,
Inc., Nova Iorque (1999) e as referéncias ai citadas

(doravante, "Greene & Wuts").
Uma concretizacdo especifica do Esquema (I) utilizando 5-
fluorouracilo (Aldrich #32,937-1) como um material de

partida estéd ilustrada no Esquema (Ia), abaixo:

Esquema (Ia)
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No Esquema (Ia), R?’, R® sdo como anteriormente definidos

para o Esquema (I).

De acordo com o Esquema (Ia), 5-fluorouracilo 3 &
halogenado com POCl; de modo a se obter 2,4-dicloro-5-
fluoropirimidina 5, que é entdo feita reagir com excesso de
amina 6 ou 10 para produzir N2,N4-bis-substituida-5-fluoro-
2,4-pirimidinadiamina 11 ou 13, respetivamente.
Alternativamente, ndo bis 2N, 4N-disubstituida-5-fluoro-2,4-
pirimidinadiamina 9 pode ser obtida por reacdo de 2,4-
dicloro-5-fluoropirimidina 5 com um equivalente de amina 10
(para produzir 2-cloro-N4-substituida-5-fluoro-4-
pirimidinoamina 7) seguida de um ou mais equivalentes de

amina 6.

Numa outra forma de realizacdo exemplar, os compostos de
2,4-pirimidinadiamina da invencdo podem ser sintetizados a
partir de citosinas substituidas ou né&do substituidas tal

como ilustrado nos Esqguemas (IIa) e (IIb) abaixo:

Esquema (IIa)
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Esquema (IIb)
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Nos Esquemas (IIa) e (IIb), R?, R*, R’, R% L', L? e X sdo
como previamente definidos para o Esquema (I) e PG
representa um grupo protetor. Em referéncia ao Esquema
(ITa), a amina exociclica C4 de citosina 20 é primeiro
protegida com um grupo protetor adequado PG para dar a
citosina 22 N4-protegida. Para obter orientacdo especifica
sobre grupos protetores tteis neste contexto, ver
Vorbriiggen e Ruh-Pohlenz, 2001, Handbook of Nucleoside
Synthesis, John Wiley & Sons, Nova Iorque, péaginas 1-631
("Vorbriggen"). A citosina protegida 22 ¢é halogenada na
posicdo C2 utilizando um reagente de halogenacédo padrdo sob
condicdes padrdo para se obter 2-cloro-4N-protegida-4-
pirimidincamina 24. A reacdo com amina 6 seguida de
desprotecdo da amina exociclica C4 e reacdo com amina 10
produz 2,4-pirimidinadiamina de acordo com a férmula

estrutural (I).

Alternativamente, referindo-se ao Esquema (IIb), a citosina
20 poderd ser feita reagir com a amina 10 ou a amina

protegida 21 para se obterem citosinas N4-substituidas 23
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ou 27, respetivamente. Estas citosinas substituidas podem
entédo ser halogenadas como descrito anteriormente,
desprotegidas (no caso de citosina N4-substituida 27) e
feita reagir com amina 6 para dar uma 2,4-pirimidinadiamina

de acordo com a fédrmula estrutural (I).

Citosinas disponiveis comercialmente que podem ser
utilizadas como materiais de partida nos Esquemas (IIa) e
(ITb) incluem, mas ndo estdo limitadas a, citosina (Aldrich
#14,201-8; Registo CAS 71-30-7); N*-acetilcitosina (Aldrich
#37,791-0; Registo CAS 14631-20-0) ; 5-fluorocitosina
(Aldrich #27,159-4; Registo CAS 2022-85-7); e 5-
(trifluorometil)-citosina. Outras citosinas adequadas uteis
como materiais de partida nos Esquemas (ITa), westéo
disponiveis em General Intermediates of Canada, Inc.,
Edmonton, Canadéa (www.generalintermediates.com) e/ou
Interchim, Franca (www.interchim.com), ou podem ser
preparadas utilizando técnicas padrédo. Inumeras referéncias
de livros ensinando métodos sintéticos adequados séo

fornecidas abaixo.

Ainda numa outra forma de realizacdo exemplificativa, os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo podem ser
sintetizados a partir 2-amino-4-pirimidindis substituidos
ou ndo substituidos como ilustrado no Esquema (III),

abaixo:

Esquema (III)
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N o
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No Esquema (I11), R?, R4, e X sdo como previamente

definidos para o Esquema (I) e Z é um grupo de saida tal
como discutido em mais pormenor em ligacdo com o Esquema
IV, abaixo. Em referéncia ao Esquema (III), 2-amino-4-
pirimidinol 30 reage com a amina 6 (ou opcionalmente amina
protegida 21) para dar N2-substituido-4-pirimidinol 32, que
¢ em seguida halogenado como previamente descrito para
produzir N2-substituida-4-halo-2-pirimidinoamina 34,
Desprotecdo opcional (por exemplo, se a amina protegida 21
fosse usada no primeiro passo) seguida de reacdo com a
amina 10 proporciona uma 2,4-pirimidinadiamina de acordo
com a férmula estrutural (I). Alternativamente, pirimidinol

30 pode reagir com um agente de acilacédo 31.

2-amino-4-pirimidindis 30 apropriados comercialmente
disponiveis que podem ser utilizados como materiais de
partida no Esquema (III) incluem, mas ndo estdo limitados
a, hidrato de 2-amino-6-cloro-4-pirimidinol (Aldrich
#A4702- 8; Registo CAS 00000-00-0) e 2-amino-6-hidroxi-4-
pirimidinol (Aldrich #A5040-1; Registo CAS 56-09-7). Outros

2-amino-4-pirimidindéis 30 Uteis como materiais de partida
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no Esquema (III) estdo disponiveis a partir de General
Intermediates of Canada, Inc., Edmonton, Alberta, CA
(www.generalintermediates.com) e/ou Interchim, Franca
(www.interchim.com), ou podem ser preparados utilizando
técnicas padrdo. Inumeras referéncias de livros que ensinam

métodos sintéticos adequados sdo fornecidas abaixo.

Alternativamente, os compostos de 2,4-pirimidinadiamina da
invencdo podem ser preparados a partir de 4-amino-2-
pirimidindéis substituido ou ndo substituido como ilustrado

no Esquema (IV), abaixo:

Esquema (IV)
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No Esquema (IV), R?, R® sdo como anteriormente definidos
para o Esquema (I) e Z representa um grupo de saida. Em
referéncia ao Esquema (IV), o C2-hidroxilo do 4-amino-2-
pirimidinol 40 é mais reativo para nucledfilos do que o C4-
amino, de tal forma que a reacdo com amina 6 d& origem a
N2-substituido-2,4-pirimidinadiamina 42, A reacéao
subsequente com o composto 44, que inclui um bom grupo de
saida 7, ou amina 10, produz uma 2,4-pirimidinadiamina de
acordo com a fdérmula estrutural (I). O composto 44 pode
incluir virtualmente qualguer grupo de saida que possa ser
deslocado pelo C4-amino da N2-substituida-2,4-
pirimidinadiamina 42. Grupos de saida adequados 7 incluem,
mas nao estédo limitadas a, dtomos de halogénio,
metanossulfonildxi (mesiloxi; "OMs") ,

trifluorometanosulfoniléxi ("OTf") e p-toluenossulfonildxi
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(tosildxi; "0OTs"), sulfonildxi de benzeno ("besilato") e
sulfonildéxi de metanitro Dbenzeno ("nosilato"). Outros
grupos de saida adequados serdo evidentes para aqueles

peritos na técnica.

Materiais de partida 4-amino-2-pirimidinol substituidos
podem ser obtidos comercialmente ou sintetizados utilizando
técnicas convencionais. InUmeras referéncias de livros que

ensinam métodos sintéticos adequados sdo fornecidas abaixo.

Ainda numa outra forma de realizacdo exemplificativa, os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo podem ser
preparados a partir de 2-cloro-4-aminopirimidinas ou 2-
amino-4-chloropyrimidines como ilustrado no Esquema (V),

abaixo:

Esquema (V)
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No Esquema (V), R’ R e X sdo como definidos para o
Esquema (I) e Z é tal como definido para o Esquema (IV). Em
referéncia ao Esquema (V), 2-amino-4-cloropirimidina 50
reage com amino 10 para dar origem a 4N-substituido-2-

pirimidinoamina 52 que, apds a reacdo com o composto 31 ou
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amina 6, produz uma 2,4-pirimidinadiamina de acordo com a
férmula estrutural (I). Alternativamente, 2-cloro-4-amino-
pirimidina 54 pode ser feita reagir com o composto 44
seguido de amina 6 para dar origem a um composto de acordo

com a férmula estrutural (I).

Uma variedade de pirimidinas 50 e 54 adequadas para
utilizacdo como materiais de partida no Esquema (V) estédo
comercialmente disponiveis, incluindo por meio de exemplo e
ndo de limitacdo, a 2-amino-4,6-dicloropirimidina (Aldrich
#A4860-1; Registo CAS 56-05-3); 2-amino-4-cloro-6-metoxi-
pirimidina (Aldrich #51, 864-6; Registo CAS 5734-64-5); 2-
amino-4-cloro-6-metilpirimidina (#Aldrich 12,288-2; Registo
CAS 5600-21-5); e 2-amino-4-cloro-6-metiltiopirimidina
(Aldrich # A4600-5; Registo CAS 1005-38-5). Materiais de
partida adicionais de pirimidina estdo disponiveis a partir
de General Intermediates of Canada, Inc., Edmonton,
Alberta, Canada (www.generalintermediates.com) e/ou
Interchim, Franca (www.interchim.com), ou podem ser
preparados utilizando técnicas padrédo. Inumeras referéncias
de 1livros gue ensinam métodos sintéticos adequados sé&o

fornecidas abaixo.

Alternativamente, 4-cloro-2-pirimidinoaminas 50 podem ser

preparadas como ilustrado no Esgquema (Va):
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Esquema (Va)
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No Esquema (Va), dicarbonilo 53 reage com guanidina para
dar origem 2-pirimidincamina 51. Reacdo com peracidos como
o &4cido m-cloroperbenzdico, &cido trifluoroperacético ou
complexo de ureia perdxido de hidrogénio produz N-6xido 55,
que ¢é entdo halogenado para dar origem a 4-cloro-2-
pirimidinoamina 50. As correspondentes 4-halo-2-
pirimidinoaminas podem ser obtidas utilizando os reagentes

de halogenacdo adequados.

Ainda numa outra forma de realizacdo exemplificativa, os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo podem ser
preparados a partir de uridinas substituidos ou né&o

substituidos, como ilustrado no Esquema (VI), abaixo:
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Esquema (VI)
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No Esquema (VI), R?, R* e X sdo como previamente definidos
para o Esquema (I) e o sobrescrito PG representa um grupo
protetor, tal como discutido em ligacdo com o Esquema
(IIb) . De acordo com o Esquema (VI), a uridina 60 tem um
centro reativo C4 tal que a reacdo com a amina 10 ou amina
protegida 21 dé& origem citidina N4-substituida 62 ou 64,
respetivamente. Desprotecdo catalisada por &cido de 62 ou
64 N4-substituidos (guando "PG" representa um grupo de
protecdo &cido 1lébil) d& origem a citosina N4-substituida
28, que pode ser subsequentemente halogenada na posicdo C2
e feita reagir com amina 6 para dar origem a uma 2,4-

pirimidinadiamina de acordo com a fédrmula estrutural (I).

Citidinas também podem ser utilizadas como materiais de
partida de uma maneira anédloga, tal como ilustrado no

Esquema (VII), abaixo:
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Esquema (VII)
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No Esquema (VII), R?’, R* e X sdo como previamente definidos
no Esquema (I) e o sobrescrito PG representa um grupo
protetor como discutido acima. Em referéncia ao Esquema
(VII), tal como a uridina 60, a citidina 70 tem um centro
reativo C4 tal que a reacdo com a amina 10 ou amina
protegida 21 d& origem a citidina N4-substituida 62 ou 64,
respetivamente. Estas citidinas 62 e 64 s&do, entéo,
tratadas como anteriormente descrito para o Esquema (VI)
para se obter 2,4-pirimidinadiamina de acordo com a férmula

estrutural (I).

Embora os Esquemas (VI) e (VII) sejam exemplificados com
ribosilnucledbésidos, os peritos na técnica apreciardo que oS
correspondentes 2'-desoxiribo e 2',3"'-didesoxiribo

nucledésidos, bem como o0s nucledsidos incluindo aclcares ou
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outros andlogos de acucar que nao ribose, também

resultariam.

Numerosas uridinas e citidinas uteis como materiais de
partida nos Esquemas (VI) e (VII) s&do conhecidas na arte, e
incluem, a titulo de exemplo e ndo de limitacdo, a 5-
trifluorometil-2'-desoxicitidina (Chem. Sources #ABCR
F07669; Registo CAS 66,384-66-5); 5 Dbromouridina (Chem.
Sources Int'l 2000; Registo CAS 957-75-5); 5-iodo-2'-
desoxiuridina (Aldrich #1-775-6; Registo CAS 54-42-2); 5-
fluorouridina (Aldrich #32,937-1; Registo CAS 316-46-1); 5
iodouridina (Aldrich #85,259-7; Registo CAS 1024-99-3); 5-
(trifluorometil)uridina (Chem. Sources Int'l 2000; Registo
CAS 70-00-8) ; S5-trifluorometil-2'-desoxiuridina (Chem.
Sources Int'l 2000; Registo CAS 70-00-8). Uridinas e
citidinas adicionais e que podem ser usadas como materiais
nos de partida Esquemas (VI) e (VII) estdo disponiveis a
partir de General Intermediates of Canada, Inc., Edmonton,
Alberta, Canada (www.generalintermediates.com) e/ou
Interchim, Franca (www.interchim.com), ou podem ser
preparados utilizando técnicas padrédo. Inumeras referéncias
de 1livros gue ensinam métodos sintéticos adequados sé&o

fornecidas abaixo.

Como sera reconhecido pelos peritos na arte, as 2,4-
pirimidinadiaminas de acordo com a invencdo, sintetizadas
através dos métodos exemplificativos descritos acima ou por
outros meios bem conhecidos, podem também ser utilizadas
como materiais de partida e/ou intermedidrios para a
sintese adicional de compostos de 2,4-pirimidinadiaminas da

invencé&o.

Apesar de muitos dos esquemas de sintese descritos acima
ndo ilustrarem a utilizacdo de grupos protetores, os

peritos na técnica reconhecerdo que em alguns casos 08
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substituintes R?, R podem incluir grupos funcionais que
requerem protecdo. A identidade exata do grupo protetor
utilizado dependeréd, entre outras coisas, da identidade do
grupo funcional a ser protegido e das condicdes de reacédo
usadas no esguema Ssintético particular, e serd evidente
para oS peritos na técnica. Orientacdes para selecionar
grupos protetores e guimicas para a sua ligagdo e remogédo
adequadas para uma aplicacdo particular, podem ser

encontradas, por exemplo, em Greene & Wuts, acima referido.

Os pré-farmacos de acordo com a férmula estrutural (IT)
podem ser preparados por modificacdo de rotina dos métodos
acima descritos. Alternativamente, tais pré-fadrmacos podem
ser preparados por reacdo de uma 2,4-pirimidinadiamina da
invencdo adequadamente protegida com um progrupo adeguado.
As condigbdes para a realizacdo de tais reacdes e para
desproteger o produto para se obter um prdé-fadrmaco de

férmula (II) sdo bem conhecidas.

Intmeras referéncias ensinando métodos Uteis para a sintese
de pirimidinas em geral, bem como materiais de partida
descritos nos Esquemas (I)-(IX), s&do conhecidas na arte.
Para orientacdo especifica, o leitor é remetido para Brown,
D.J., "The Pyrimidines", em The Chemistry of Heterocyclic
Compounds, Volume 16 (Weissberger, A., Ed.), 1962,
Interscience Publishers, (uma divisdo de John Wiley &
Sons), Nova Torque ("Brown I"); Brown, D.J., "The
Pyrimidines", em The Chemistry of Heterocyclic Compounds,
Volume 16, Supplemento I (Weissberger, A. e Taylor, E. C,
Ed.), 1970, Wiley-Interscience, (uma divisdo de John Wiley
& Sons), Nova Iorque (Brown II"); Brown, D.J., "The
Pyrimidines", em The Chemistry of Heterocyclic Compounds,
Volume 16, Suplemento II (Weissberger, A. e Taylor, E. C,

Ed.), 1985, uma publicacdo Interscience Publication (John



64

Wiley & Sons), Nova Iorque ("Brown III"); Brown, D. J.,
"The Pyrimidineg" em The Chemistiy of Heterocyclic
Compounds, Volume 52 (Weissberger, A. e Taylor, E. C, Ed.),
1994, John Wiley & Sons, Inc., Nova Iorque, pp. 1-1509
(Brown IV"); Kenner, G.W. e Todd, A., 1in Heterocyclic
Compounds, Volume 6, (Elderfield, R. C, Ed.), 1957, John
Wiley, Nova Iorque, Capitulo 7 (pirimidinas); Pagquette, L.
A., Principles of Modern Heterocyclic Chemistry, 1968, W.
A. Benjamin, Inc., Nova Iorque, pp. 1-401 (sintese de
uracilo pp. 313,315; sintese de pirimidina pp. 313-316;
sintese de amino pirimidina pp. 315); Joule, J. A., Mills,
K. e Smith, G. F., Heterocyclic Chemistry, 3¢ Edition,
1995, Chapman e Hall, Londres, Reino Unido, pp. 1 - 516;
Vorbriggen, H. e Ruh-Pohlenz, C., Handbook of Nucleoside
Synthesis, John Wiley & Sons, Nova Iorque, 2001, pp. 1-631
(protecdo de pirimidinas por acilacdo pp. 90-91; sililacéo
de pirimidinas pp. 91-93); Joule, J. A., Mills, K. e Smith,
G. F., Heterocyclic Chemistry, 4™ Edition, 2000, Blackwell
Science, Ltd, Oxford, Reino Unido, PP . 1-589; e
Comprehensive Organic Synthesis, Volumes 1-9 (Trost, B.M. e
Fleming, I., Ed.), 1991, Pergamon Press, Oxford, Reino
Unido.

Deverd gser entendido pelo perito na técnica gque nos
Esquemas I a VII, o &tomo de azoto N4 pode ser substituido
por R*®, conforme descrito ao longo da especificacdo e nos

exemplos aqui fornecidos.

6.4 Inibicdo das cascatas de sinal do recetor Fc

Compostos ativos de 2,4-pirimidinadiamina da invencéao
inibem as <cascatas de sinalizacdo do recetor Fc que
conduzem, entre outras coisas, a desgranulacdo das células.

Como um exemplo especifico, os compostos inibem as cascatas
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de sinal de FceRI e/ou FcyRI que conduzem a desgranulacdo
de células imunitérias, tails como neutrdéfilos, eosindfilos,
mastédcitos e/ou basdéfilos. Tanto os mastdcitos como o0s
basdéfilos desempenham um papel central em doencas induzidas
por alergénios, incluindo, por exemplo, rinite alérgica e
asma. Em referéncia a FIG. 1, apdbds exposicdo a alergénios,
0s quais podem ser, entre outras coisas, pdlen ou
parasitas, anticorpos IgE especificos para o alergénio séo
sintetizados por células B ativadas por IL-4 (ou IL-13) e
outros mensageiros para alterar para a sintese de
anticorpos especificos da classe IgE. Estas IgEs
especificos para o alergénio ligam-se ao FceRI de alta
afinidade. Apdés a ligacdo do antigénio, as Igks ligadas a
FceRl s&o reticuladas e a via do recetor de sinal de
transducdo do IgE é ativada, o que conduz a desgranulacéo
das células e consequente libertacdo e/ou sintese de uma
série de mediadores quimicos, incluindo histamina,
proteases (por exemplo, triptase e guimase), mediadores
lipidicos, tais como leucotrienos (por exemplo, LTC4),
fator ativador de plaquetas (PAF) e prostaglandinas (por
exemplo, PGD2) e uma série de citocinas, incluindo TNF-«,
I.-4, 1L-13, 1IL-5, 1IL-6, 1IL-8, GMCSF, VEGF e TGF-3. A
libertacdo e/ou sintese destes mediadores dos mastdcitos
e/ou baséfilos representa as respostas em fase inicial e
tardia induzidas por alergénios, e estd diretamente ligada
aos acontecimentos posteriores, gue conduzem a um estado

inflamatdério sustentado.

0Os eventos moleculares na via de transducdo de sinal de
FceRI gque conduzem a libertacdo de mediadores pré-formados
através da desgranulacdo e libertacdo e/ou sintese de
outros mediadores quimicos s&o bem conhecidos e encontram-
se ilustrados na FIG. 2. Em referéncia a FIG. 2, o FceRI é
um recetor heterotetramérico composto por uma subunidade

alfa de ligacédo IgE, uma subunidade beta e duas subunidades



66

gama (homodimero gama). A reticulacdo de IgE ligado a FceRI
através de agentes de ligacdo multivalentes (incluindo, por
exemplo, alergénios especificos de IgE ou anticorpos ou
fragmentos anti-IgE) induz a associacdo rapida e ativacéo
da quinase Lyn relacionada com Src. Lyn fosforila motivos
de ativacdo dos imuno-recetores Dbaseados em tirosina
(ITAMS) nas subunidades intracelulares beta e gama, o gue
conduz ao recrutamento de Lyn adicional para a subunidade
beta e de Syk quinase para o homodimero gama. Estas
guinases associadas a recetores, as quais sdo ativadas por
fosforilacdo intra- e intermolecular, fosforilam outros
componentes da via, tais como a quinase Btk, LAT, e
fosfolipase C-gama PLC-gama. A PLC-gama ativada inicia vias
que conduzem a ativacdo da proteina quinase C e a
mobilizacdo de ca’’, ambos os quais sdo necessarios para a
desgranulacdo. A reticulacdo de FceR1l também ativa as trés
principais classes de ©proteinas-quinases ativadas por
mitédgenio (MAP), ou seja, ERK1/2, JNK1/2 e p38. A ativacdo
de tais vias é importante na regulacdo da transcricdo de
mediadores prdé-inflamatdrios, tais como TNF-a e IL-6, bem

como o0 mediador lipidico leucotrieno CA (LTC4).

Embora ndo ilustrado, cré-se que a cascata de sinalizacédo
de FcyRI partilha alguns elementos comuns com a cascata de
sinalizacdo FceRI. De importadncia ainda, tal como FceRI, o
FcyRI inclui um homodimero gama gque é fosforilado e recruta
Syk, e, tal como FceRI, a ativacdo da cascata de
sinalizacé&o FcyRI conduz, entre outras coilsas, a
desgranulacéo. Outros recetores Fc que partilham o
homodimero gama, e que podem ser regulados pelos compostos
de 2,4-pirimidinadiamina ativos incluem, mas ndo estédo

limitados a, FcoRI e FcyIII.

A capacidade dos compostos de 2,4-pirimidinadiamina da

invencdo para inibir cascatas de sinalizacdo de recetores
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Fc pode ser determinada ou confirmada de forma simples em
ensaios 1in vitro. Ensaios adequados para confirmar a
inibicdo da desgranulacdo mediada por FceRI sdo fornecidos
na seccdo de Exemplos. Num ensaio tipico, as células
capazes de sofrer desgranulacdo mediada por FceRI, tais
como mastdécitos e basdfilos, sdo primeiramente cultivadas
na presenca de IL-4, fator de células estaminais (FCE), IL-
6 e Igk, de modo a aumentar a expressdo de FceRI, expostas
a um composto teste de 2,4-pirimidinadiamina da invencédo e
estimuladas com anticorpos anti-IgE (ou, em alternativa,
com um alergénio especifico de Igk). Apbds a incubacédo, a
quantidade de um mediador quimico ou outro agente quimico
libertado e/ou sintetizado como consequéncia da ativacdo da
cascata de sinalizacdo FceRI, pode ser quantificada
utilizando técnicas padrdo e comparada com a quantidade do
mediador ou agente libertado a partir de células de
controlo (isto ¢, células que sdo estimuladas, mas que nao
sdo expostas ao composto de teste). A concentracdo do
composto de teste que produz uma reducdo de 50% da
quantidade do mediador ou agente medido em comparacdo com
células de controlo é a ICsy do composto de teste. A origem
dos mastdécitos ou basbdfilos utilizados no ensaio iré
depender, em parte, da wutilizacdo pretendida para os
compostos e 1rd ser evidente para os peritos na técnica.
Por exemplo, se os compostos serdo utilizados em métodos os
quais tratam ou previnem uma doenca em particular em
humanos, uma fonte conveniente de mastdcitos ou 5Sbasdfilos
¢ um humano ou outro animal que constitua um modelo clinico
reconhecido ou conhecido para a doenca em particular. Deste
modo, dependendo da aplicacdo em particular, os mastdcitos
ou baséfilos podem ser derivados de uma grande variedade de
fontes animais, variando de, por exemplo, mamiferos
inferiores, talis como ratinhos e ratos, de cédes, ovelhas e
outros mamiferos normalmente utilizados em testes clinicos,

a mamiferos superiores, tais como macacos, chimpanzés e
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simios, aos seres humanos. Exemplos especificos de células
adequadas para a realizacdo de ensaios in vitro incluem,
mas ndo estdo limitados a, células basdfilas de roedores ou
humanas, linhas celulares de Dbasdéfilos de ratos com
leucemia, mastdcitos de rato primérios (tais como os
mastdédcitos de rato derivados da medula o&éssea "BMMC") e
mastédcitos humanos primadrios isolados de sangue do cordéo
umbilical ("CHMC") ou outros tecidos, tais como pulmdo. Os
métodos para o isolamento e cultura destes tipos de células
sdo bem conhecidos ou sdo fornecidos na seccdo de Exemplos
(ver, por exemplo, Demo et al, 1999, Cytometry 36(4) :340-
348 e pedido de ©patente <co-pendente N.° de Série
10/053, 355, registado em Novembro 8, 2001, as divulgacdes
das quais séo aqui incorporadas por referéncia).
Naturalmente, também podem ser utilizados outros tipos de
células do sistema dimunoldgico gque desgranulem apds
ativacdo da cascata de sinalizacdo FceRI, incluindo, por

exemplo, eosindfilos.

Tal como serd reconhecido pelos peritos na técnica, o
mediador ou agente quantificado ndo é critico. O unico
requisito é que seja um mediador ou agente libertado e/ou
sintetizado como consequéncia de se iniciar ou ativar a
cascata de sinalizacdo do recetor de Fc. Por exemplo, em
referéncia a FIG. 1, a ativacdo da cascata de sinalizacéo
de FceRI em mastdédcitos e/ou basdéfilos leva a inumeros
eventos a jusante. Por exemplo, a ativacdo da cascata de
sinalizacdo de FceRI conduz a libertacdo imediata (isto &,
dentro de 1-3 min, seguida da ativacdo do recetor) de uma
variedade de mediadores quimicos pré-formados e agentes
através da via de desgranulacdo. Deste modo, numa forma de
realizacdo, o mediador ou agente quantificado pode ser
especifico de granulos (isto &, presente em gréanulos, mas
ndo no citoplasma celular em geral). Exemplos de mediadores

ou agentes especificos de granulos que podem ser
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quantificados para determinar e/ou confirmar a atividade de
um composto de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo incluem,
mas ndo estdo limitados a, enzimas especificas de grénulos,
tais como hexosaminidase e triptase e componentes
especificos de grédnulos, tais como histamina e serotonina.
Ensaios para quantificar tais fatores s&o bem conhecidos e,
em muitos <casos, estdo comercialmente disponiveis. Por
exemplo, a libertacdo de triptase e/ou hexosaminidase pode
ser quantificada por incubacdo das células com 0s
substratos suscetiveis de serem clivados gque apresentam
fluorescéncia apds clivagem e quantificacdo da quantidade
de fluorescéncia produzida utilizando técnicas
convencionais. Tais substratos fluorogénicos <clivaveis
estdo comercialmente disponiveis. Por exemplo, o substrato
fluorogénico Z-Gli-Pro-Arg-AMC (Z= benziloxicarbonilo; AMC=
7-amino-4-metilcumarina; BIOMOL Research Laboratories,
Inc., Plymouth Meeting, PA 19462, N.° de Catédlogo P-142) e
Z-Ala-Lis-Arg-AMC (Enzyme Systems Products, uma divisdo da
ICN Biomedicals, Inc., Livermore, CA 94550, N.° de Catédlogo
AMC-246) podem ser utilizados para quantificar a quantidade
de triptase libertada. O substrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil-N-acetil-R-D-glucosaminida (Sigma, St.
Louis, MO, Catdlogo #69585) pode ser utilizado ©para
quantificar a gquantidade de hexosaminidase libertada. A
libertacdo de histamina pode ser quantificada utilizando um
ensaio de imunoabsorcéo enzimdtica comercialmente
disponivel (ELISA), tal como o ensaio ELISA de histamina da
Immunotech #IM2015 (Beckman-Coulter, Inc.). Os métodos
especificos para quantificar a libertacdo de triptase,
hexosaminidase e histamina sdo fornecidos na seccdo de
Exemplos. Qualquer um destes ensaios pode ser utilizado
para determinar ou confirmar a atividade dos compostos de

2,4-pirimidinadiamina da invencé&o.
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Em referéncia novamente a FIG. 1, desgranulacdo ¢é apenas
uma das vAarias respostas iniciadas pela cascata de
sinalizacdo FceRI. Em adicdo, a ativacdo desta via de
sinalizacdo conduz a sintese de novo e a libertacédo de
citocinas e quimocinas, tais como IL-4, IL-5, IL-6, TNF-q,
IL-13 e MIPl-a), e a libertacdo de mediadores lipidicos,
tais como leucotrienos (por exemplo, LTC4), fator ativador
de plagquetas (FAP) e prostaglandinas. Por conseguinte, os
compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo podem também
ser avaliados para a atividade por quantificacdo da
quantidade de um ou mais destes mediadores libertados e/ou

sintetizados por células ativadas.

Ao contrdrio dos componentes especificos de grénulos
discutidos acima, estes mediadores de "fase tardia"™ ndo sédo
libertados imediatamente a seguir a ativacdo da cascata de
sinalizacdo FceRI. Por conseguinte, ao quantificar estes
mediadores de fase tardia, deve ser tomado cuidado de modo
a assegurar que a cultura de células ativadas é incubada
durante um tempo suficiente para resultar na sintese (se
necesséario) e libertacdo do mediador a ser quantificado. Em
geral, FAP e mediadores lipidicos tais como o leucotrieno
C4 s&do libertados 3-30 minutos apds a ativacdo de FceRI. As
citocinas e outros mediadores de fase tardia s&o libertadas
aproximadamente 4-8 horas apds a ativacdo de FceRI. Os
tempos de incubacdo adequados para um mediador especifico
serdo evidentes para os peritos na técnica. Orientacdes e

ensaios especificos sdo fornecidos na seccdo de Exemplos.

A gquantidade libertada de um mediador de fase tardia em
particular pode ser quantificada utilizando qualqguer
técnica padréo. Numa forma de realizacéo, a(s)
quantidade (s) pode (m) ser quantificada (s) utilizando
ensaios ELISA. Kits de ELISA adegquados para a quantificacéo
da quantidade libertada de TNF-«, IL-4, IL-5, IL-6 e/ou IL-
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13 estdo disponiveis a partir de, por exemplo, Biosource
International, Inc., Camarillo, CA 93012 (ver, por exemplo,
Catadlogo N.° KHC3011, KHC0042, KHC0052, KHC0061 e KHCO0132).
Kits de ensaios de ELISA adequados para quantificar a
quantidade de leucotrieno C4 (LTC4) libertada pelas células
estdo disponiveis a partir de Cayman Chemical Co., Ann

Arbor, MI 48108 (ver, por exemplo, Catdlogo N.° 520211).

Tipicamente, compostos de 2,4-pirimidinadiamina ativos da
invencdo irdo exibir ICsps relativamente a desgranulacéo
mediada por FceRI e/ou a libertacdo ou sintese de mediador
de cerca de 20 pM ou inferior, conforme medido num ensaio
in vitro, tal como num dos ensaios in vitro descritos acima
ou na seccdo de Exemplos. Claro que o0s peritos na técnica
compreenderdo que o0s compostos que exibem ICsps mais
baixos, por exemplo na ordem dos 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10

nM, 1 nM, ou mesmo inferiores, sdo particularmente Uteis.

Os especialistas na técnica também compreenderdo que oOS

varios mediadores discutidos acima podem induzir diferentes

efeitos adversos ou exibir diferentes poténcias
relativamente ao mesmo efeito adverso. Por exemplo, 0
mediador lipidico LTC4 é um vasoconstritor potente - é

aproximadamente 1000 vezes mais potente na inducdo da
vasoconstricdo do que a histamina. Como outro exemplo, para
além de mediar reacdes atdpicas ou de hipersensibilidade do
tipo I, as citocinas podem também causar remodelacdo de
tecidos e proliferacdo celular. Deste modo, embora os
compostos que inibem a libertacdo e/ou sintese de qualquer
dos mediadores qguimicos anteriormente discutidos sejam
Uteis, o0s especialistas na técnica apreciardo que oS
compostos que inibem a libertacdo e/ou sintese de uma
pluralidade de, ou mesmo de todos, 0s mediadores
previamente descritos, encontram utilizacdo especial, uma

vez que tais compostos sdo Uteis para melhorar ou evitar de
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todo uma pluralidade de, ou mesmo todos, efeitos adversos
induzidos pelos mediadores particulares. Por exemplo, o0s
compostos que inibem a libertacdo de todos os trés tipos de
mediadores - especificos de gréanulos, de lipidos e de
citocinas - s&do Uteis para o tratamento ou prevencido de
reacdes imediatas de hipersensibilidade tipo I, bem como os

sintomas crénicos associados as mesmas.

Os compostos da invencédo capazes de inibir a libertacédo de
mais do que um tipo de mediador (por exemplo, especifico de
granulos ou de fase tardia) podem ser identificados através
da determinacéao do ICsg em relacéo a um mediador
representativo de cada classe, usando oS Vvarios ensaios in
vitro acima descritos (ou outros ensaios in vitro
equivalentes). 0s compostos da invencdo que sdo capazes de
inibir a 1libertacdo de mais do que um tipo de mediador
irdo, tipicamente, apresentar um valor de ICsy para cada
tipo de mediador testado menor do que cerca de 20 uM. Por
exemplo, um composto que exibe um valor de ICsy de 1 pM em
relacdo a libertacdo de histamina (ICg™S¥™0€) o ym valor
de ICsp de 1 nM em relacdo a sintese e/ou libertacdo de
leucotrieno LTC4 (IC5&EM) inibe tanto a libertacdo de
mediadores imediata (especifica de grdnulos) como também de
fase tardia. Como outro exemplo especifico, um composto que
exibe um valor ICs,"*P*%¢ de 10 pM, um valor de ICs5"™* de 1
UM e um valor de ICs™™* de 1 pM 1inibe a libertacéo
imediata (especifica de grénulo) de mediadores lipidicos e e
citocinas. Embora os exemplos especificos acima utilizem os
valores ICgys de um mediador representativo de cada classe,
0s especialistas da técnica compreenderdo que os ICsys de
uma pluralidade, ou mesmo de todos, os mediadores
compreendendo uma ou mais das classes podem ser obtidos.
A(s) quantidade(s) e identidade(s) de mediadores para os

quais os valores de ICsy devem ser determinados para um
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composto e aplicacdo em particular serdo evidentes para

aqueles peritos na técnica.

Ensaios semelhantes podem ser utilizados para confirmar a
inibicdo da cascata de transducdo de sinal iniciada por
outros recetores de Fc, tais como a sinalizacdo de FcoRI,
FcyRI e/ou FcyRIII, com modificacdo do procedimento. Por
exemplo, a capacidade dos compostos para inibir a
transducdo de sinal de FcyRI pode ser confirmada em ensaios
semelhantes aos descritos acima, com a excecdo de gue a
cascata de sinalizacdo de FcyRI é ativada, por exemplo,
através da incubacdo das células com uma IgG e um alergénio
ou anticorpo especificos para a IgG, em vez de IgE e
alergénio ou anticorpo especificos para a IgE. Tipos de
células, agentes de ativacdo e agentes para dquantificar
adequados para confirmar a inibicdo de outros recetores Fc,
tais como recetores Fc que compreendem um homodimero gama,

serdo evidentes para aqueles peritos na técnica.

Uma classe particularmente Util de compostos inclui aqueles
compostos de 2,4-pirimidinadiamina que inibem a libertacéo
de mediadores imediatos especificos de granulos e
mediadores de fase tardia com valores ICsy aproximadamente
equivalentes. Por aproximadamente eqguivalente entende-se
que os valores ICsgs para cada tipo de mediador estdo dentro
de um intervalo aproximadamente 10 vezes um do outro. Outra
classe particularmente Util de compostos inclui aqueles
compostos de 2,4-pirimidinadiamina que inibem a libertacéo
de mediadores imediatos especificos do grédnulo, mediadores
lipidicos e mediadores de citocinas com ICsps
aproximadamente equivalentes. Numa forma de realizacéo
especifica, tais compostos inibem a libertacdo dos
seguintes mediadores com ICsps aproximadamente
equivalentes: histamina, triptase, hexosaminidase, IL-4,

IL-5, IL-0, IL-13, TNFa e LTC4. Tais compostos sé&o
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particularmente Uteis para, entre outras coisas, melhorar
ou evitar inteiramente tanto as respostas de fase inicial
como de fase tardia associadas a reacdes de

hipersensibilidade atépica ou imediata de tipo I.

Idealmente, a capacidade para inibir a libertacdo de todos
0s tipos desejados de mediadores reside num Utnico composto.
No entanto, misturas de compostos gque atingem o mesmo
resultado podem também ser identificadas. Por exemplo, um
primeiro composto que 1inibe a libertacdo de mediadores
especificos de gradnulos pode ser usado em combinacdo com um
segundo composto que inibe a libertacdo e/ou sintese de

mediadores de citocinas.

Em adicdo as vias de desgranulacdo de FceRI ou FcyRI
discutidas acima, a desgranulacdo de mastdcitos e/ou
baséfilos pode ser induzida por outros agentes. Por
exemplo, a ionomicina, um iondéforo de céalcio que evita a
magquinaria inicial de transducdo de sinal de FceRI ou FcyRI
da célula, induz diretamente um fluxo de cdlcio gque provoca
a desgranulacdo. Em referéncia novamente a FIG. 2, PLCy
ativado inicia vias qgue conduzem, entre outras coisas, a
mobilizacédo de ides de calcio e a subsequente
desgranulacdo. Tal como ilustrado, esta mobilizacdo de ca®
é acionada numa fase tardia da via de transducdo de sinal
de FceRI. Tal como mencionado acima, e como ilustrado na
FIG. 3, a ionomicina induz, diretamente, a mobilizacdo de
Ca’ e um fluxo de Ca’" que conduz & desgranulacdo. Outros
iondéforos que induzem a desgranulacdo deste modo incluem
A23187. A capacidade dos iondéforos indutores de granulacéo,
tais como a ionomicina, para ultrapassar as fases iniciais
das cascatas de sinalizacdo de FceRI e/ou FcyRI pode ser
utilizada como um verificador para identificar compostos
ativos da invencdo que exercem egspecificamente a sua

atividade inibidora de desgranulacdo através do bloqueio ou
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da inibicdo do inicio das cascatas de sinalizacdo de FceRI
ou FcyRI, tal como discutido acima. Os compostos que inibem
especificamente tal desgranulacdo inicial mediada por FceRI
ou FcyRI, inibem ndo s6 a desgranulacdo e a subsequente
libertacdo répida de histamina, triptase e outros contetdos
dos grénulos, como também inibem as wvias de ativacdo pré-
inflamatéria que causam a libertacdo de TNF-o, IL-4, IL-13
e 0s mediadores lipidicos, tais como LTC4. Deste modo, oS
compostos que inibem especificamente tal bloco de
desgranulacdo inicial mediada por FceRI e/ou FcyRI ou
inibem nao sé reacdes atdépicas agudas ou de
hipersensibilidade do tipo I, mas também respostas tardias

envolvendo multiplos mediadores inflamatdrios.

Os compostos da invencdo gque inibem especificamente a
desgranulacdo precoce mediada por FceRI e/ou FcyRI séo
aqueles compostos que inibem a desgranulacdo mediada por
FceRI e/ou FecyRI (por exemplo, tém um valor de ICs
inferior a cerca de 20 UM no que respeita a libertacédo de
mediador ou componente especifico de grédnulo tal como
medido num ensaio in vitro com células estimuladas com um
agente de ligacdo IgE ou IgG) mas que ndo inibem
significativamente a desgranulacdo induzida por iondéforo.
Numa forma de realizacdo, 0s compostos sdo considerados néo
inibirem significativamente a desgranulacdo induzida por
ionéforo se exibirem um valor de ICsy de desgranulacéo
induzida por iondéforo superior do que cerca de 20 uM, tal
como medido num ensaio in vitro. E claro que, 0s composStos
ativos que exibam valores ainda mais superiores de ICgis de
desgranulacdo induzida por iondéforo, ou que ndo inibem a
desgranulacéo induzida por ionéforo de todo, sdo
particularmente Uteis. Numa outra forma de realizacdo, o0s
compostos sdo considerados ndo inibirem significativamente
a desgranulacdo induzida por iondéforo se exibirem uma

diferenca superior a 10 vezes entre os seus valores de
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ICsps de desgranulacdo mediada por FceRI e/ou FcyRI e
desgranulacdo induzida por iondforo, tal como medido num
ensaio in vitro. Ensaios adequados para a determinacdo do
valor de ICsy de desgranulacdo induzida por iondéforo
incluem qualquer um dos ensaios de desgranulacdo descritos
anteriormente, com a modificacdo de que as células sé&o
estimuladas ou ativadas com um iondéforo de calcio indutor
de desgranulacdo, tal como ionomicina ou A23187 (A.G.
Scientific, San Diego, CA), em vez de anticorpos anti-IgE
ou alergénios especificos de IgE. Ensaios especificos para
determinar a capacidade de um determinado composto de 2,4-
pirimidinadiamina da invencdo para inibir a desgranulacéo

induzida por iondéforo sédo fornecidos na seccdo de Exemplos.

Tal como serd reconhecido pelos peritos na técnica, os
compostos que exibem um elevado grau de seletividade da
desgranulacdo mediada por FceRI encontram utilizacéo
especial, uma vez que tais compostos visam seletivamente a
cascata de FceRI e ndo interferem com outros mecanismos de
desgranulacdo. De modo similar, os compostos que exibem um
elevado grau de seletividade para a desgranulacdo mediada
por FcyRI encontram utilizacdo especial, uma vez gue tais
compostos visam seletivamente a cascata de FcyRI e né&o
interferem com outros mecanismos de desgranulacdo. Os
compostos que exibem um elevado grau de seletividade séo
geralmente seletivos 10 vezes ou mais para desgranulacédo
mediada por FceRI ou FcyRI do que desgranulacdo induzida
por inondforo, tal como desgranulacdo induzida por

ionomicina.

Por conseguinte, a atividade dos compostos de 2,4-
pirimidinadiamina da invencédo também pode ser confirmada em
ensaios bioguimicos ou celulares da atividade da Syk
quinase. Em referéncia novamente a FIG. 2, na cascata de

sinalizacdo de FceRI em mastdcitos e/ou basdfilos, a Syk
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quinase fosforila LAT e PLC-gammal, o gque conduz, entre
outras coisas, a desgranulacdo. Qualquer destas atividades
podem ser utilizadas ©para confirmar a atividade dos
Compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invencdo. Numa forma
de realizacédo, a atividade ¢ confirmada fazendo contactar
uma Syk guinase isolada, ou um fragmento ativo dela
derivado, com um composto de 2,4-pirimidinadiamina na
presenca de um substrato de Syk gquinase (por exemplo, um
péptido sintético ou uma proteina que ¢é conhecida por ser
fosforilada ©por Syk numa cascata de sinalizacéo) e
avaliando se a Syk quinase fosforilou o substrato. Em
alternativa, o ensaio pode ser realizado com células dque
expressam uma Syk quinase. As células podem expressar a Syk
quinase endogenamente ou podem ser manipuladas de modo a
expressar uma Syk guinase recombinante. As células poderédo
ainda, opcionalmente, expressar o substrato da Syk quinase.
Células adegquadas para a realizacdo de tais ensaios de
confirmacdo, bem como métodos de manipulacdo de células
adequados serdo evidentes para os peritos na técnica.
Exemplos especificos de ensaios bioquimicos e celulares
adequados para confirmar a atividade dos compostos de 2,4-

pirimidinadiamina s&do fornecidos na seccdo de Exemplos.

Geralmente, os compostos que sdo inibidores da Syk quinase
irdo apresentar um valor de ICsy em relacdo a atividade de
uma Syk qguinase, tal como a capacidade da Syk quinase
fosforilar um substrato sintético ou endbdgeno, num ensaio
in vitro ou celular, no intervalo de cerca de 20 upM ou
menos. Peritos na técnica irdo apreciar que o0s compostos
que exibem valores de ICsps inferiores, tais como na gama
de 10 pM, 1 pM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, ou mesmo menores, Sao

particularmente Uteis.

6.5 Usos e Composigodes
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Tal como discutido anteriormente, os compostos ativos da
invencdo inibem cascatas de sinalizacdo de recetores Fc, em
especial aqueles recetores de Fc incluindo um homodimero
gama, tal como as cascatas de sinalizacdo FceRI e/ou FcyRI,
que conduzem, entre outras coisas, a libertacdo e/ou
sintese de mediadores quimicos a partir das células, quer
através da via de desgranulacdo ou de outros processos. Tal
como também discutido, os compostos ativos sdo também
inibidores potentes da Syk quinase. Como conseguéncia
destas atividades, os compostos ativos da invencdo podem
ser para uso numa variedade de contextos in vitro, 1in vivo
e ex vivo para regular ou inibir a Syk quinase, cascatas de
sinalizacdo em que a Syk quinase desempenha um papel,
cascatas de sinalizacdo de recetores Fc, e as respostas
bioldégicas efetuadas por essas cascatas de sinalizacdo. Por
exemplo, numa forma de realizacdo, o0s compostos podem ser
para uso na inibicdo da Syk quinase, in vitro ou in vivo,
em virtualmente qualquer tipo de célula que expresse a Syk
quinase. Podem também ser para uso na regulacdo de cascatas
de transducdo de sinal nas quais a Syk quinase desempenha
um papel. Tais cascatas de transducdo do sinal dependentes
de Syk incluem, mas ndo estdo limitadas a, cascatas de
transducdo de sinal de FceRI, FcyRI, FcyRIII, BCR e de
integrinas. Os compostos também podem ser para uso in vitro
ou in vivo para regular, e em particular para inibir,
respostas celulares ou Dbioldgicas efetuadas por tais
cascatas de transducdo de sinal dependentes de Syk. Tais
respostas celulares ou bioldgicas incluem, mas n&do estéo
limitadas a, burst oxidativo, adesdo celular, desgranulacéo
celular, espalhamento celular, migracdo celular, agregacéo
celular, fagocitose, sintese e libertacdo de citocinas,
maturacdo celular e fluxo de Ca’’. Mais importante, os
compostos podem ser para uso na inibicdo da Syk gquinase in

vivo como uma abordagem terapéutica para o tratamento ou
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prevencdo de doencas mediadas, no todo ou em parte, por uma
atividade de Syk quinase. Exemplos ndo limitativos de
doencas mediadas por Syk guinase, nos gquais os compostos da
invencdo podem ser para uso no tratamento ou prevencdo, Ss&o

discutidos em mais detalhe, abaixo.

Numa outra forma de realizacdo, os compostos ativos podem
ser para uso na regulacdo ou inibicdo das cascatas de
sinalizacdo de recetores Fc e/ou desgranulacdo mediada por
FceRI e/ou FcyRI como uma abordagem terapéutica para o
tratamento ou prevencdo de doencas caracterizadas por,
causadas por e/ou associadas a libertacdo ou sintese de
mediadores quimicos de tais cascatas de sinalizacdo de
recetores Fc ou de desgranulacdo. Tais tratamentos podem
ser administrados a animais em contextos veterinadrios ou a
seres humanos. Doencas que sdo caracterizadas por, causadas
por ou associadas a libertacédo, sintese ou desgranulacédo de
tais mediadores, e que os compostos da invencdo podem ser
para uso no tratamento ou prevencdo incluem, a titulo de
exemplo e ndo limitacdo, atopia ou hipersensibilidade
anafildtica ou reacdes alérgicas, alergias (por exemplo,
conjuntivite alérgica, rinite alérgica, asma atdpica,
dermatite atdépica e alergias alimentares), cicatrizes de
baixo grau (por exemplo, escleroderma, fibrose aumentada,
queloides, cicatrizes ©pods-cirurgicas, fibrose pulmonar,
espasmos vasculares, enxaqueca, lesdo de reperfusdo e
sindrome de Dressler), doencas associadas com a destruicédo
de tecido (por exemplo, DPOC, cardiobronquite e sindrome de
Dressler), doencas associadas com a inflamacdo do tecido
(por exemplo, sindrome do intestino irritavel, cdlon
espéstico e doenca inflamatdéria do intestino), inflamacdo e

formacdo de cicatrizes.

Para além das inumeras doencas discutidas acima, dados

empiricos celulares e animais confirmam que os compostos de
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2,4-pirimidinadiamina agqui descritos também podem ser para
uso no tratamento ou prevencdo de doencas autoimunes, bem
como dos vAarios sintomas associados a essas doencas. Os
tipos de doencas autoimunes que os compostos da invencédo
podem ser para uso no tratamento ou prevencdo, geralmente
incluem aqueles disturbios que envolvem lesdo do tecido que
ocorre como resultado de uma resposta humoral e/ou mediada
pelas células a imunogénios ou antigénios de origem
endbégena e/ou exdgena. Tais doencas sdo frequentemente
referidas como doencas envolvendo as reacdes de
hipersensibilidade ndo anafilaticas (isto &, Tipo II, Tipo

III e/ou Tipo IV).

Tal como discutido anteriormente, reacdes de
hipersensibilidade do tipo I resultam geralmente da
libertacdo de substédncias farmacologicamente ativas, tais
como a histamina, dos mastdcitos e/ou basdfilos apds
contato com um antigénio exdbdégeno especifico. Tal como
mencionado acima, tais reacdes de tipo I desempenham um
papel num numero de doencas, incluindo a asma alérgica,

rinite alérgica, etc.

As reacles de hipersensibilidade do tipo II (também
referidas como reacgdes citotdxicas, citoliticas dependentes
do complemento ou de hipersensibilidade estimuladas por
células) acontecem quando imunoglobulinas reagem com
componentes antigénicos de células ou tecidos, ou com um
antigénio ou hapteno que se tornou intimamente associado a
células ou tecidos. As doencas que S&o geralmente
associadas a reaclOes de hipersensibilidade do tipo II
incluem, mas nado estdo limitadas a, anemia hemolitica

autoimune, eritroblastose fetal e doenca de Goodpasture.

As reacbes de hipersensibilidade do tipo III (também

referidas como reacdes de hipersensibilidade do complexo



81

téxico, complexo soluvel ou complexo imune) resultam da
deposicdo de complexos circulantes soluveis antigénio-
imunoglobulina em wvasos ou tecidos, com acompanhamento de
reacdes inflamatdrias agudas no local da deposicdo do
complexo imune. Exemplos ndo limitativos de doencas de
reacdo do Tipo III prototipicas incluem a reacdo de Arthus,
artrite reumatoide, doenca do soro, lupus eritematoso
sistémico, certos tipos de glomerulonefrite, esclerose

maltipla e penfigoide bolhoso.

Reacdes de hipersensibilidade do Tipo IV (frequentemente
denominadas de reacgdes celulares, mediadas por células,
retardadas, ou de hipersensibilidade do tipo tuberculina)
sdo causadas por linfécitos T sensibilizados, o0s quais
resultam do contato com um antigeno especifico. Exemplos
ndo limitativos de doencas citadas como envolvendo reacdes
do Tipo IV s&do a dermatite de contacto e a rejeicdo de
aloenxertos, incluindo, mas ndo se limitando a, transplante

de coracéo.

Os compostos da invencdo podem ser para uso no tratamento
ou prevencdo de doencas autoimunes associadas a qualqguer
uma das reacdes de hipersensibilidade nédo anafilédticas
acima referidas. Em particular, os compostos da invencéo
podem ser para uso em métodos para tratar ou prevenir essas
doencas autoimunes frequentemente caraterizadas como sendo
do tipo de dérgdo tnico ou de célula Unica, incluindo, mas
ndo limitado a: tiroidite de Hashimoto, anemia hemolitica
autoimune, gastrite atrdéfica por anemia perniciosa
autoimune, encefalomielite autoimune, orquite autoimune,
doenca de Goodpasture, trombocitopenia autoimune, oftalmia
simpatica, miastenia gravis, doenca de Graves, cirrose
biliar ©priméaria, hepatite crdénica agressiva, colite
ulcerosa e glomerulopatia membranosa, bem como aquelas

doencas autoimunes frequentemente caracterizadas como
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envolvendo disturbio autoimune sistémico, que incluem mas
ndo se limitam a: lupus eritematoso sistémico, artrite

reumatoide, sindrome de Sjogren, sindrome de Reiter,

polimiosite-dermatomiosite, esclerose sistémica,
poliartrite nodosa, esclerose multipla e penfigdide
bolhoso.

Serd apreciado por peritos na técnica gque muitas das
doencas autoimunes listadas acima estdo associadas a
sintomas graves, cuja melhoria proporciona um beneficio
terapéutico significativo, mesmo nos casos em que a doenca
autoimune subjacente pode ndo ser aliviada. Muitos destes
sintomas, bem como o0s estados subjacentes da doenca,
resultam como consequéncia da ativacdo da cascata de
sinalizacdo FcyR em mondcitos. Uma vez que os compostos de
2,4-pirimidinadiamina aqui descritos sédo inibidores
potentes de tal sinalizacdo FcyR em mondcitos e outras
células, estes ©podem ser para uso em métodos para
tratamento e/ou prevencdo de inumeros sintomas adversos

associados as doencas autoimunes acima mencionadas.

Como um exemplo especifico, a artrite reumatoide (AR)
resulta, geralmente, em inchaco, dor, perda de movimento e
sensibilidade nas articulacdes alvo, em todo o corpo. A AR
é caraterizada pelo sindévio cronicamente inflamado, que é
densamente povoado com linfécitos. A membrana sinovial, a
qual tem tipicamente a espessura de uma camada de células,
torna-se intensamente celular e assume uma forma semelhante
a do tecido linfoide, incluindo células dendriticas,
células T, B e NK, macrdéfagos e aglomerados de células
plasmdticas. Este processo, bem como uma multiplicidade de
mecanismos imunopatoldgicos incluindo a formacdo de
complexos antigénio-imunoglobulina, eventualmente, pode
resultar na destruicdo da integridade da articulacéo,

resultando na deformacdo, perda permanente da funcdo e/ou
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erosdo do osso na ou perto da articulacdo. Os compostos da
invencdo podem ser para uso em métodos quem tratam ou
melhoram qualquer um, varios ou todos estes sintomas da AR.
Deste modo, no contexto da AR, é considerado que os métodos
proporcionam beneficios terapéuticos (discutido mais em
geral, em baixo) quando uma reducdo ou melhoria de qualquer
um dos sintomas habitualmente associados a AR ¢ alcancada,
independentemente de se o tratamento resulta num tratamento
concomitante da AR subjacente e/ou numa reducdo da

quantidade de fator reumatoide ("FR") em circulacéo.

Como outro exemplo especifico, o lupus eritematoso

sistémico ("LES") ¢é tipicamente associado a sintomas como
febre, dor nas articulacdes (artralgias), artrite e
serosite (pleurisia e pericardite). No contexto da LES, ¢é

considerado que 0s métodos proporcionam beneficios
terapéuticos quando a reducdo ou melhoria de gqualquer um
dos sintomas normalmente associados com a LES sé&o
alcancados, independentemente de se o tratamento resulta no

tratamento concomitante da LES subjacente.

Como outro exemplo especifico, a esclerose maltipla ("EM™)
reduz a capacidade do paciente através da perturbacdo da
acuidade visual; estimulando a visdo dupla; perturbando as
funcdes motoras que afetam a marcha e uso das maos;
produzindo incontinéncias no intestino e na bexiga;
espasticidade; e défices sensoriais (tato, dor e
sensibilidade a temperatura). No contexto da EM, &
considerado que 0s métodos proporcionam beneficios
terapéuticos quando uma melhoria ou a uma reducdo na
progressdo de um ou mais dos efeitos debilitantes comumente
associados a EM é alcancada, independentemente de se o
tratamento resulta num tratamento concomitante da EM

subjacente.
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Quando para uso no tratamento ou prevencdo de tais doencas,
0s compostos ativos podem ser para administracéao
isoladamente, como misturas de um ou mais compostos ativos
ou em mistura ou combinacdo com outros agentes Uteis para o
tratamento de tais doencas e/ou o0s sintomas associados a
essas doencas. 0Os compostos ativos também podem ser para
administracdo em mistura ou em combinacdo com agentes Uteis
para tratar outras doencas ou enfermidades, tais como
esteroides, estabilizadores de membrana, inibidores de 5LO,
inibidores da sintese e do recetor de leucotrienos,
inibidores de troca de isdétipo IgE ou de sintese de IgE,
troca de isdtipo de IgG ou de sintese de IgG, R-agonistas,
inibidores de triptase, aspirina, inibidores da COX,
metotrexato, drogas anti-TNF, retuxina, inibidores de PD4,
inibidores de p38, inibidores de PDE4 e anti-histaminicos,
para citar alguns. Os compostos ativos podem ser para
administracdo per se na forma de pré-fadrmacos ou como
composicdes farmacéuticas, compreendendo um composto ativo

ou pré-farmaco.

As composicdes farmacéuticas compreendendo o0s compostos
ativos da invencdo (ou pré-fadrmacos deles derivados) podem
ser fabricados por meio de processos convencionais de
mistura, dissolucdo, granulacdo, fabrico de drageias por
levigacéo, emulsédo, encapsulacao, encurralamento ou
liofilizacdo. As composicdes podem ser formuladas de forma
convencional, usando um ou mais transportadores
fisiologicamente aceitéveis, diluentes, excipientes ou
auxiliares, 0s quais facilitam o processamento dos
compostos ativos em preparacdes que podem ser utilizadas

farmacologicamente.

O composto ativo ou pré-fadrmaco pode ser formulado nas
composicdes farmacéuticas por si sb, ou sob a forma de um

hidrato, solvato, N-6xido ou sal farmacologicamente
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aceitédvel, tal como descrito anteriormente. Tipicamente,
tais sais sdo mais soluveis em solucdes aquosas do gque oS
correspondentes &cidos e bases livres, mas sais com menor
solubilidade do que os correspondentes &cidos e bases

livres também podem ser formados.

As composicgdes farmacéuticas da invencdo podem assumir uma
forma adequada para virtualmente qualquer modo de
administracdo, incluindo, por exemplo, tépica, ocular,
oral, bucal, sistémica, nasal, injecéo, transdérmica,
retal, vaginal, etc, ou uma forma adequada para

administracdo por inalacdo ou insuflacéo.

Para administracdo tépica, o(s) composto(s) ativo(s) ou
préo-fadrmaco(s) pode (m) ser formulado(s) como solucdes,
géis, pomadas, cremes, suspensdes, etc, tal como sdo bem

conhecidos na técnica.

As formulacdes sistémicas incluem aquelas concebidas para
administracdo por injecdo, por exemplo, injecdo subcuténea,
intravenosa, intramuscular, intratecal ou intraperitoneal,
assim como aquelas concebidas para administracéo

transdérmica, transmucosa oral ou pulmonaria.

Preparacdes 1injetédveis uUteis incluem suspensdes estéreis,
solucgdes ou emulsdes do(s) composto(s) ativo(s) em veiculos
aquosos ou oleosos. As composicdes podem também conter
agentes de formulacdo, tais como agentes de suspenséo,
estabilizacdo e/ou de dispersdo. As formulacdes para
injecdo podem ser apresentadas em forma de dosagem
unitaria, por exemplo, em ampolas ou em recipientes

multidose, e podem conter conservantes adicionados.

Alternativamente, a formulacdo injetédvel pode ser fornecida

na forma de pd para reconstituicdo com um veiculo adequado
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antes da utilizac&o, incluindo, mas ndo limitado a, &gua
estéril livre de pirogénio, tampdo, solucdo de dextrose,
etc. Para este fim, o(s) composto(s) ativo(s) pode(m) ser
seco(s) por qualgquer técnica conhecida da técnica, tal como

a liofilizacdo, e reconstituidos antes da utilizacéo.

Para administracdo transmucosa, penetrantes apropriados
para a barreira a ser permeada sdo usados na formulacéo.

Tais penetrantes sdo conhecidos na técnica.

Para administracdo oral, as composicdes farmacéuticas podem
tomar a forma de, por exemplo, pastilhas, comprimidos ou
cépsulas, preparados por meios convencionais com
excipientes farmacologicamente aceitaveis, tais como
agentes de ligacdo (por exemplo, amido de milho pré-
gelatinizado, polivinilpirrolidona ou
hidroxipropilmetilcelulose); enchimentos (por exemplo,
lactose, celulose microcristalina ou hidrogenofosfato de

cédlcio), lubrificantes (por exemplo, estearato de magnésio,

talco ou silica); desintegrantes (por exemplo, amido de
batata ou amido glicolato de sédio) ; ou agentes
humidificantes (por exemplo, lauril sulfato de sdédio). Os

comprimidos podem ser revestidos por métodos bem conhecidos
na técnica, por exemplo, aclUcares, filmes ou revestimentos

entéricos.

As preparacdes liquidas para administracédo oral podem tomar
a forma de, por exemplo, elixires, solucgdes, =xaropes ou
suspensdes, ou podem ser apresentadas como um produto seco
para constituicdo com agua ou outro veiculo adequado antes
da utilizacé&o. Tais preparacdes liquidas podem ser
preparadas por meios convencionais com aditivos
farmacologicamente aceitaveis, tais como agentes de
suspensdo (por exemplo, =xarope de sorbitol, derivados de

celulose ou gorduras comestiveis hidrogenadas); agentes
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emulsionantes (por exemplo, lecitina ou acécia); veiculos
ndo aquosos (por exemplo, d6leo de améndoa, ésteres oleosos,
4lcool etilico, cremophore™ ou 6leos vegetais
fracionados) ; e conservantes (por exemplo, metil- ou
propil-p-hidroxibenzoatos ou acido sdérbico). As preparacdes
podem também conter sais tampao, conservantes,

aromatizantes, corantes e edulcorantes, guando apropriado.

As preparacdes para administracéao oral podem ser
adequadamente formuladas para proporcionar uma libertacédo
controlada do composto ativo ou pré-farmaco, tal como é bem

conhecido.

Para administracdo bucal, as composicdes podem tomar a
forma de comprimidos ou pastilhas formuladas de forma

convencional.

Para administracdo retal e wvaginal, o(s) composto (s)
ativo(s) pode(m) ser formulado(s) como solugdes (para enema
de retencdo), supositdédrios ou pomadas contendo bases de
supositdério convencionais, tais como manteiga de cacau ou

outros glicéridos.

Para administracdo nasal ou administracdo por inalacdo ou
insuflacédo, o(s) composto(s) ativo(s) ou prdé-farmaco(s)
pode (m) ser convenientemente libertado(s) sob a forma de um
spray de aerossol a partir de embalagens pressurizadas ou
de um nebulizador com a wutilizacdo de um propelente
adequado, por exemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano,
fluorocarbonetos, didéxido de carbono ou outro gas adegquado.
No caso de um aerossol pressurizado, a unidade de dosagem
pode ser determinada proporcionando uma valvula para
libertar uma gquantidade doseada. As cépsulas e cartuchos

para utilizacdo num inalador ou insuflador (por exemplo,
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cdpsulas e cartuchos compreendidos por gelatina) podem ser
formulados contendo uma mistura em pd do composto e uma

base em pd adequada, tal como lactose ou amido.

Um exemplo especifico de uma formulacdo de suspensdo aquosa
apropriada para administracdo nasal utilizando dispositivos
para pulverizacdo nasal comercialmente disponiveis inclui
0s seguintes ingredientes: composto ativo ou prdé-farmaco
(0,5-20 mg/ml); cloreto de benzalcdénio (0,1-0,2 mg/mL);
polissorbato 80 (TWEEN® 80; 0,5-5 mg/ml) ;
carboximetilcelulose de sédio ou celulose microcristalina
(1-15 mg/ml); feniletanol (1-4 mg/ml); e dextrose (20-50
mg/ml). O pH da suspensdo final pode ser ajustado para
variar desde cerca de pH5 a pH7, com um valor de pH tipico

de cerca de pH5,5.

Outro exemplo especifico de uma suspensdo aquosa adequada
para administracdo dos compostos através de inalacdo, e em
particular para tal administracdo de um composto da
invencdo, contém 1-20 mg/mL do composto ou prdé-farmaco,
0,1-1% (v/v) de Polissorbato 80 (TWEEN®80), 50 mM de

citrato e/ou 0,9% de cloreto de sdédio.

Para administracdo ocular, of(s) composto(s) ativo(s) ou
pré-farmaco(s) pode(m) ser formulado(s) como uma solucédo,
emulsdo, suspensdo, etc, adequada para administracdo ao
olho. Uma variedade de veiculos adequados para a
administracdo de compostos para o olho ¢é conhecida na
técnica. Exemplos ndo limitativos especificos sdo descritos
na Patente dos EUA N.° 6,261,547; Patente dos EUA No.°
6,197,934; Patente dos EUA N.° 6,056,950; Patente dos EUA
N.° 5,800,807; Patente dos EUA N.° 5,776,445; Patente dos
EUA N.° 5,698,219; Patente dos EUA N.° 5,521,222; Patente
dos EUA N.° 5,403,841; Patente dos EUA N.° 5,077,033;
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Patente dos EUA N.° 4,882,150; e Patente dos EUA N.°
4,738,851.

Para libertacdo prolongada, o(s) composto(s) ativo(s) ou
pré-fadrmaco(s) pode(m) ser formulado(s) como uma preparacdo
de depdsito para administracdo por implantacdo ou injecédo
intramuscular. O ingrediente ativo pode ser formulado com
materiais poliméricos ou hidrofdébicos adequados (por
exemplo, como uma emulsdo num 6leo aceitédvel) ou resinas de
troca idénica, ou como derivados moderadamente soluveis, por
exemplo, como um sal moderadamente soluvel.
Alternativamente, podem ser utilizados sistemas de
libertacdo transdérmicos, fabricados como um disco adesivo
ou penso, o qual liberta lentamente o(s) composto(s)
ativo(s) para a absorcdo percutidnea. Para este fim, podem
ser utilizados intensificadores de permeacdo de modo a
facilitar a ©penetracdo transdérmica do(s) composto (s)
ativo(s). Os adesivos transdérmicos adequados sdo descritos
em, por exemplo, Patente dos EUA N.° 5,407,713; Patente dos
EUA N.° 5,352,456; Patente dos EUA N.° 5,332,213; Patente
dos EUA N.° 5,336,168; Patente dos EUA N.° 5,290,5061;
Patente dos EUA N.° 5,254,346; Patente dos EUA N.°
5,164,189; Patente dos EUA N.° 5,163,899; Patente dos EUA
N.° 5,088,977; Patente dos EUA N.° 5,087,240, Patente dos
EUA N.° 5,008,110; e Patente dos EUA N.° 4,921,475.

Em alternativa, podem ser empregues outros sistemas de
libertacdo farmacéutica. Os lipossomas e as emulsdes sédo
exemplos bem conhecidos de veiculos de libertacdo que podem
ser utilizadas para administrar o(s) composto(s) ativo(s)
ou pré-farmaco(s). Certos solventes orgadnicos, tais como
dimetilsulféxido (DMSO) podem também ser empregues, embora

habitualmente a custa de uma maior toxicidade.
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As composicdes farmacéuticas podem, se desejado, ser
apresentadas numa embalagem ou dispositivo dispensador que
pode conter uma ou mais formas de dosagem unitérias
contendo o(s) composto(s) ativo(s). A embalagem pode, por
exemplo, compreender folha metédlica ou pléastica, tal como
uma embalagem blister. A embalagem ou dispositivo
dispensador pode ser acompanhado por instrucgdes para

administracéo.

6.6 Dosagens Eficazes

O(s) composto(s) ativo(s) da invencdo ou pré-farmaco (s)
deles derivados, ou composicdes do(s) mesmo(s), serdo
geralmente utilizados numa quantidade eficaz para atingir o
resultado pretendido, por exemplo, numa quantidade eficaz
para tratar ou prevenir a doenca particular a ser tratada.
O(s) composto (s) pode (m) ser administrado (s)
terapeuticamente para conseguir beneficio terapéutico ou
profilaticamente para conseguir beneficio profildtico. Por
beneficio terapéutico entende-se erradicacéo ou
melhoramento da doenca subjacente a ser tratada e/ou
erradicacdo ou melhoramento de um ou mais dos sintomas
associados a doenca subjacente, tal que o paciente relate
uma melhoria na sensacdo ou condicdo, ndo obstante que o
paciente possa ainda ser afetado com a doenca subjacente.
Por exemplo, a administracdo de um composto a um paciente
que sofra de uma alergia proporciona beneficio terapéutico,
ndo sé quando a resposta alérgica subjacente é erradicada
ou melhorada, mas também quando o paciente relata uma
diminuig¢do na gravidade ou duracdo dos sintomas associados
com a alergia na sequéncia de exposicdo ao alergénio. Como
outro exemplo, o beneficio terapéutico no contexto de asma
inclui uma melhoria na respiracdo apdés o inicio de um
ataque de asma, ou uma reducdo na frequéncia ou gravidade

de episddios asméticos. Beneficio terapéutico também inclui
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parar ou retardar a progressdo da doenca, independentemente

de se obter melhoria.

Para a administracdo profildtica, o composto pode ser
administrado a um paciente em risco de desenvolver uma das
doencas descritas anteriormente. Por exemplo, se for
desconhecido se um paciente é alérgico a um medicamento em
particular, o composto pode ser administrado antes da
administracdo do fadrmaco para evitar ou atenuar a resposta
alérgica ao farmaco. Alternativamente, a administracédo
profiladtica pode ser utilizada para evitar o surgimento de
sintomas num paciente diagnosticado com a doenca
subjacente. Por exemplo, um composto pode ser administrado
a um doente com alergia antes da exposicdo prevista ao
alergénio. 0Os compostos podem também ser administrados
profilaticamente a individuos saudaveis que sédo
repetidamente expostos a agentes conhecidos de uma das
doencas acima descritas, de modo a prevenir o aparecimento
da doenca. Por exemplo, um composto pode ser administrado a
um individuo saudavel que ¢é repetidamente exposto a um
alergénio conhecido por induzir alergias, tais como latex,
num esforco para impedir que o individuo desenvolva uma
alergia. Alternativamente, um composto pode ser
administrado a um paciente que sofre de asma antes de
participar em atividades que desencadeiem atagques de asma,
de modo a diminuir a gravidade de, ou evitar completamente,

um episddio asméatico.

A quantidade de composto administrada iréd depender de uma
variedade de fatores, incluindo, por exemplo, a indicacéo
particular a ser tratada, o modo de administracdo, se o
beneficio desejado é¢ profilatico ou terapéutico, a
gravidade da indicacdo a ser tratada e a idade e peso do

paciente, a biodisponibilidade do composto ativo em
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particular, etc. A determinacdo de uma dose eficaz estd bem

dentro das capacidades dos especialistas na técnica.

As dosagens eficazes podem ser inicialmente estimadas a
partir de ensaios in vitro. Por exemplo, uma dosagem
inicial para uso em animais pode ser formulada de modo a
alcancar uma concentracdo do composto ativo em circulacéo
no sangue ou SOoro que seja igual ou superior a um ICso do
composto particular, tal como medido no ensaio in vitro,
tal como o CHMC ou BMMC in vitro e outros ensaios in vitro
descritos na seccdo de Exemplos. O calculo as dosagens para
alcancar tais concentracdes em circulacdo no sangue ou
soro, tendo em conta a biodisponibilidade do composto em
particular, estd bem dentro das capacidades dos peritos na
técnica. Para orientacdo, o leitor é remetido para Fingl &
Woodbury, "General Principles", In: Goodman and Gilman’s
The Pharmaceutical Basis of Therapeutics, Capitulo 1, pp.
1-46, a mais recente edicéo, Pagamonon Press, e as

referéncias ali citadas.

As dosagens iniciais podem também ser estimadas a partir de
dados in vivo, como modelos animais. Os modelos animais
Uteis para testar a eficdcia de compostos para tratar ou
prevenir varias doencas descritas acima sdo bem conhecidos
na técnica. Modelos animais adequados de hipersensibilidade
ou reacdes alérgicas sdo descritos em Foster, 1995, Allergy
50 (21Suppl):6-9, discussédo 34-38 e Tumas et al., 2001, J.
Allergy Clin. Immunol. 107(6):1025-1033. Modelos animais
adequados de rinite alérgica sdo descritos em Szelenyi et
al., 2000, Arzneimittelforschung 50(11):1037-42; Kawaguchi
et al., 1994, Clin. Exp. Allergy 24(3):238-244 e Sugimoto
et al., 2000, Immunopharmacology 48(1):1-7. Modelos animais
adequados de conjuntivite alérgica encontram-se descritos

em Carreras et al., 1993, Br. J. Ophthalmol. 77(8):509-514;
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Saiga et al., 1992, Ophthalmic Res. 24(1):45-50; e Kunert
et al., 2001, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42(11):2483-
2489. Modelos animais adequados de mastocitose sistémica
sdo descritos em O'Keefe et al., 1987, J. Vet. Intern. Med.
1(2):75-80 e Bean-Knudsen et al., 1989, Vet. Pathol. 26(1):
90-92. Modelos animais adequados de sindrome de hiper IgE
sdo descritos em Claman et al., 1990, Clin. Immunol.
Immunopathol. 56(1):46-53. Modelos animais adequados de
linfoma de células B s&do descritos em Hough et al., 1998,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 95:13853-13858 e Hakim et al.,
1996, J. Immunol. 157(12):5503-5511. Modelos animais
adequados de disttrbios atépicos tais como dermatite
atdépica, eczema atdpico e asma atdpica sdo descritos em
Chan et al., 2001, J. Invest. Dermatol. 117 (4):977-983 e
Suto et al., 1999, Int. Arch. Allergy Immunol. 120 (Suppl
1):70-75. Especialistas habituais podem rotineiramente
adaptar tais informacdes para determinar dosagens adequadas
para administragcdo a seres humanos. Modelos animais

adequados adicionais sdo descritos na seccdo de Exemplos.

As quantidades de dosagem serdo tipicamente na gama de
desde cerca de 0,0001 ou 0,001 ou 0,01 mg/kg/dia a cerca de
100 mg/kg/dia, mas podem ser superiores ou inferiores,
dependendo, entre outros fatores, da atividade do composto,
da sua biodisponibilidade, do modo de administracdo e de
varios fatores discutidos acima. A quantidade de dosagem e
0 intervalo podem ser ajustados individualmente de modo a
proporcionar niveis de plasma do(s) composto(s) que sé&o
suficientes para manter o efeito terapéutico ou
profildtico. Por exemplo, os compostos podem ser
administrados uma vez por SsSemana, VArias vezes por semana
(por exemplo, em dias alternados), uma vez por dia ou
varias vezes por dia, dependendo, entre outras coisas, do

modo de administracdo, da indicacdo especifica a ser
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tratada e do julgamento do médico que prescreve. Em casos
de administracdo local ou de absorcdo seletiva, tal como a
administracdo tépica 1local, a concentracdo local eficaz
do (s) composto(s) ativo(s) ndo pode ser relacionada com a
concentracdo plasmética. Os especialistas na técnica seréo
capazes de otimizar as dosagens locais eficazes sem

experimentacdo indevida.

De preferéncia, o(s) composto(s) ird fornecer o beneficio
terapéutico ou profildtico sem causar toxicidade
substancial. A toxicidade do(s) composto (s) pode ser
determinada utilizando procedimentos farmacéuticos padréo.
A proporcdo de dose entre o efeito tdéxico e o terapéutico
(ou profildtico) ¢ o indice terapéutico. S&o preferidos
o(s) compostos (s) que exibe (m) indices terapéuticos

elevados.

Tendo a invencédo sido descrita, os seguintes exemplos Ssé&o

oferecidos como forma de ilustracdo e ndo de limitacédo.

7. EXEMPLOS

7.1 Compostos de 2,4-pirimidinadiamina

Uma variedade de 4-pirimidinadiaminas N4-substituidas-N2-

monosubstituidas foi preparada com base em procedimentos

aqui descritos. Tais compostos sdo descritos na Tabela 1.

7.2 Os Compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invengédo

inibem a desgranulag¢do mediada pelo recetor FceRI

A capacidade dos compostos de 2,4-pirimidinadiamina da
invencdo para inibir a desgranulacdo induzida por IgE foi

demonstrada numa variedade de ensaios celulares com



95

mastbé4citos humanos em cultura (CHMC) e/ou células de
ratinho derivadas da medula &éssea (BMMC). A inibicdo da
desgranulacdo foi medida a baixa e alta densidade celular
através da quantificacédo da libertacéo de fatores
especificos de granulo como triptase, histamina e
hexosaminidase. A 1inibicdo da libertacdo e/ou sintese de
mediadores lipidicos foi avaliada através da medicdo da
libertacdo de leucotrieno LTC4 e a inibicdo da libertacéo
e/ou sintese de citocinas foi monitorizada através da
quantificacdo de TNF-o, IL-6 e IL-13. A triptase e
hexosaminidase foram quantificadas utilizando substratos
fluorogénicos, tal como descrito nos respetivos exemplos. A
histamina, TNF- o, IL-6, IL-13 e LTC4 foram quantificados
utilizando os seguintes kits comerciais de ELISA: histamina
(Immunotech #2015, Beckman Coulter), TNFo (Biosource
#KHC3011), IL-6 (Biosource #KMCO0061), IL-13 (Biosource
#KHC0132) e LTC4 (Cayman Chemical #520211). Os protocolos

dos varios ensaios sdo apresentados em baixo.

7.2.1 Cultura de mastdcitos e basdéfilos humanos

Mastécitos e basdfilos humanos foram cultivados a partir de
células progenitoras CD34-negativas, tal como descrito em
baixo (ver também os métodos descritos no pedido de patente
co-pendente dos EUA N.° de série 10/053,355, apresentado em
8 de novembro, 2001, cuja divulgacdo é aqui incorporada por

referéncia).

7.2.1.1 Preparacgdo do Meio Completo STEMPRO-34

Para preparar o meio completo STEMPRO-34 ("CM"), 250 mL de
meio STEMPRO-34™ sem soro ("SFM"; GibcoBRL, N.° de
catdlogo 10640) foram adicionados a um baldo de filtracéo.

A isto foram adicionados 13 mL de Suplemento de Nutriente
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STEMPRO-34 ("NS"; GibcoBRL, N.° de catédlogo 10641)
(preparado como descrito em mais detalhe, em baixo). O
recipiente de NS foi enxaguado com aproximadamente 10 mL de
SFM e essa lavagem adicionada ao frasco de filtracdo. Apds
a adicdo de 5 mL de L-glutamina (200 mM; Mediatech, N.° de
catélogo MT 25-005-C1I) e de 5 mL de 100X
penicilina/estreptomicina ("pen-strep"; HyClone, N.° de
catdlogo SV30010), o volume foi trazido até 500 mL com SFM

e a solucdo foi filtrada.

O aspeto mais variavel na preparacdo do CM é o método pelo
qual o NS é descongelado e misturado antes da adicdo ao
SFM. O NS deve ser descongelado num banho de &gua a 37°C e
girado, ndo centrifugado ou agitado, até que esteja
completamente em solucgdo. Enquanto é girado, tome nota se
existem lipidios que ainda ndo estdo em solucdo. Se
lipidios estdo presentes e o NS ndo tem uma aparéncia
uniforme, volte a colocar no banho de &4gua e repita o
processo de girar até que a aparéncia seja uniforme. Por
vezes este componente entra em solucdo imediatamente, por
vezes depois de um par de ciclos a girar, e por vezes ndo
entra de todo. Se depois de algumas horas, o NS ainda né&o
estiver em solucdo, descarta-se e descongela-se uma unidade
nova. NS que pareca ndo uniforme apds o descongelamento néo

deve ser usado.

7.2.1.2 Expansdo de células CD34+

Uma populacdo inicial de células CD34-positivas (CD34+) com
um numero relativamente baixo de células (1-5 x 10°
células) foi expandida para um numero relativamente grande
de células progenitoras CD34-negativas (de cerca de 2-4 x
10° células) utilizando os meios de cultura e métodos

descritos abaixo. As células CD34+ (de um uUnico dador)
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foram obtidas de Allcells (Berkeley, CA). Uma vez dgue
existe uma certa variacdo na qualidade e no numero de
células CD34+ que a Allcells normalmente fornece, as
células recém-entregues foram transferidas para um tubo
cébnico de 15 mL e ajustadas até 10 mL em CM antes da

utilizacéo.

No dia 0, wuma contagem celular foi realizada sobre as
células viaveis (brilhante em contraste de fase) e as
células foram centrifugadas a 1200 rpm para sedimentar. As
células foram ressuspendidas a uma densidade de 275.000
células/mL com CM contendo 200 ng/mL de Fator de Células
Estaminais humanas recombinante ("SCF"; Peprotech, N.° de
catdlogo 300-07) e 20 ng/mL de ligando de flt-3 humano
(Peprotech, N.° de catédlogo 300-19) ("meio CM/SCF/flt-3").
Por wvolta do dia 4 ou b5, a densidade da cultura foi
verificada através da realizacdo de uma contagem celular e
a cultura foi diluida para uma densidade de 275.000
células/mL com meio CM/SCF/flt-3 fresco. Por volta do dia
7, a cultura foi transferida para um tubo estéril e uma
contagem celular foi realizada. As células foram
centrifugadas a 1200 rpm e ressuspendidas a uma densidade

de 275.000 células/mL com meio CM/SCF/flt-3 fresco.

Este ciclo foi repetido, a partir do dia 0, um total de 3-5

vezes ao longo do periodo de expanséo.

Quando a cultura é grande e mantida em multiplos frascos e
& para ser ressuspendida, os contetdos de todos os frascos
sdo combinados num Unico recipiente antes da realizacdo de
uma contagem celular. Isto assegura gque uma contagem
celular precisa ¢ conseguida, e proporciona um grau de
uniformidade de tratamento de toda a populacdo. Cada frasco

¢ verificado separadamente para contaminacéo sob o
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microscdépio antes de se combinar de modo a evitar

contaminacdo da populacido total.

Entre os dias 17-24, a cultura pode comecar a entrar em
declinio (ou seja, aproximadamente 5-10% do numero total de
células morre) e ndo conseguem expandir-se tdo rapidamente
quanto antes. As células sdo entdo monitorizadas numa base
didria durante este tempo, uma vez que uma falha completa
da cultura pode ocorrer em menos de 24 horas. Uma vez
iniciado o declinio, as células sé&do contadas, centrifugadas
a 850 rpm durante 15 minutos e ressuspendidas a uma
densidade de 350.000 células/mL em meio CM/SCF/flt-3 de
modo a induzir mais wuma ou duas divisdes a partir da
cultura. As células sdo monitorizadas diariamente de modo a

evitar falha da cultura.

Quando ¢ evidente uma morte celular superior a 15% na
cultura de células progenitoras e alguns detritos se
encontram presentes na cultura, as células progenitoras

CD34-negativas estdo prontas para serem diferenciadas.

7.2.1.3 Diferenciagcdo das <células progenitoras CD34-

negativas em mastécitos da mucosa

Uma segunda fase ¢é realizada para converter as células
progenitoras CD34-negativas expandidas em mastdécitos da
mucosa diferenciados. Estes mastdédcitos da mucosa humana
cultivados ("CHMC") s&o derivados de células CD34+ isoladas
a partir de sangue de corddo umbilical e tratadas de modo a
formar uma populacdo de células progenitoras CD34-negativas
proliferativas, tal como descrito acima. De modo a produzir
células progenitoras CD43-negativas, o) ciclo de
ressuspensdo para a cultura foi igual ao descrito acima,

com a excecdo de que a cultura foi semeada a uma densidade
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de 425.000 células/mL e gue 15% de meio adicional foi
adicionado cerca do dia quatro ou cinco sem realizar uma
contagem de células. Para além disso, a composicdo de
citocinas do meio foi modificada de tal modo gue contenha
SCF (200 ng/mL) e IL-6 recombinante humana (200 ng/mL;

o]

Peprotech, N. de catédlogo 200-06 reconstituida para 100
ug/mL em 10 mM de &cido acético estéril) ("meio CM/SCF/IL-

6") .

As fases I e II em conjunto abrangem cerca de 5 semanas.
Algumas células mortas e detritos sdo evidentes na cultura
durante as semanas 1-3 e hé& um periodo durante as semanas
2-5, durante o qual uma pequena percentagem da cultura Jja
ndo estd em suspensdo, mas encontra-se em vez disso ligada

a superficie do recipiente de cultura.

Tal como durante a Fase I, guando a cultura é para ser
ressuspendida no dia sete de cada ciclo, os contetdos de
todos os frascos sdo combinados num Unico recipiente antes
de se efetuar uma contagem celular de modo a assegurar
uniformidade de toda a populacdo. Cada frasco é verificado
separadamente para contaminac¢do sob o microscdédpio antes de

se combinar para evitar a contaminacdo da populacdo total.

Quando os frascos sdo combinados, aproximadamente 75% do
volume é transferido para o recipiente comum, deixando para
trds cerca de 10 mL no frasco. O frasco contendo o volume
restante foi batido de forma brusca, e lateralmente, de
modo a destacar as células ligadas. O batimento foi
repetido em um 4angulo reto, com o primeiro batimento a

destacar completamente as células.

O frasco foi inclinado a um angulo de 45 graus por alguns
minutos, antes de o volume restante ser transferido para o

recipiente de contagem. As células foram centrifugadas a
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950 rpm durante 15 minutos antes de semear a 35-50 mL por

frasco (com uma densidade de 425.000 células/mL).

7.2.1.4 Diferenciagdo das células progenitoras CD34-

negativas em mastécitos do tipo de tecido conjuntivo

Uma populacdo de células progenitoras CD34-negativas
proliferativa é preparada como acima e tratada para formar
um fendtipo triptase/guimase positivo (tecido conjuntivo).
Os métodos sdo realizados tal como descrito acima para oS
mastédcitos da mucosa, mas com a substituicdo de IL-4 por
IL-6 no meio de cultura. As células obtidas sdo tipicas de

mastédcitos do tecido conjuntivo.

7.2.1.5 Diferenciagdo das células progenitoras CD34-

negativas em células baséfilas

Uma populacdo de células progenitoras CD34-negativas
proliferativa ¢é preparada tal como descrito na Seccéo
7.2.1.3 acima, e wutilizada para formar uma populacédo
proliferativa de células Dbasdfilas. As células CD34-
negativas sdo tratadas como se descreveu para os mastdcitos
da mucosa, mas com a substituicdo de IL-3 (a 20-50 ng/mL)

por IL-6 no meio de cultura.

7.2.2 Ativagdo de IgE com Baixa Densidade Celular CHMC:

Triptase e Ensaios LTC4

De modo a duplicar placas de 96 pocos com fundo em U
(Costar 3799) adicionar 65 pl de diluicgdes do composto ou
amostras de controlo gque tenham sido preparadas em MT [137
mM de NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM de CaCl,, 1,0 mM de MgCl,,
5,6 mM de Glucose, 20 mM de Hepes (pH 7,4), 0,1% de
Albumina de Soro Bovino (Sigma A4503)] contendo 2% de MeOH
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e 1% de DMSO. Sedimentar células CHMC (980 rpm, 10 min) e
ressuspender em MT pré-aquecido. Adicionar 65 pl de células
a cada placa com 96 pocos. Dependendo da atividade de
desgranulacdo para cada doador de CHMC em particular,
carregar 1000-1500 células/pogo. Misturar quatro vezes
seguido por uma incubacdo de 1 hora a 37°C. Durante a
incubacdo de 1 hora, preparar uma solucdo de anti-IgE 6X
[IgE de coelho anti-humana (1 mg/ml, Bethyl Laboratories
AB80-109A) diluido 1:167 em tampdo de MT]. Estimular as
células através da adicdo de 25 upl de solucdo 6X anti-IgE
as placas apropriadas. Adicionar 25 pl de MT aos pocgos de
controlo ndo-estimulados. Misturar duas vezes apds a adicédo
do anti-IgE. Incubar a 37°C durante 30 minutos. Durante a
incubacdo de 30 minutos, diluir a solucdo stock de 20 mM de
substrato de triptase [(Z-Ala-Lys-Arg-AMC 2TFA; Enzyme
System Products, #AMC-246)] 1:2000 em tampdo do ensaio de
triptase [0,1 M Hepes (pH 7,5), 10% p/v Glicerol, 10 M
Heparina (Sigma H-4898) 0,01% NaN3]. Agitar as placas a
1000 rpm durante 10 minutos para sedimentar as células.
Transferir 25 pl do sobrenadante para uma placa de 96 pocos
de fundo preto e adicionar 100 pl de solugdo de substrato
de triptase recentemente diluida a cada poco. Incubar as
placas a temperatura ambiente durante 30 min. Ler a
densidade 6tica das placas a 355nm/460nm num leitor de

placas espectrofotométrico.

O leucotrieno C4 (LTC4) também é quantificado usando um kit
de ELISA em amostras de sobrenadante apropriadamente
diluidas (determinado empiricamente para cada populacdo de
células do doador de modo que a medicdo da amostra caia
dentro da curva padrédo), seguindo as instrucdes do

fornecedor.
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7.2.3 Ativacdo de IgE com Elevada Densidade Celular de
CHMC: Ensaios de Desgranulagdo (Triptase, Histamina),

Leucotrienos (LTC4) e Citocinas (TNF-alfa, IL-13)

Mastécitos humanos cultivados (CHMC) s&o sensibilizados
durante 5 dias com IL-4 (20 ng/mL), SCF (200 ng/ml), IL-6
(200 ng/ml), e IgE Humana (CP 1035K da Cortx Biochem, 100-
500 ng/ml dependendo da geracdo) em meio CM. Apds a
sensibilizacdo, as células sdo contadas, sedimentadas (1000
rpm, 5-10 minutos) e ressuspendidas a 1-2 x 10° células/ml
em tampdo de MT. Adicionar 100 pl de suspensdo celular a
cada poco e 100 IgE 1 de diluicgdes do composto. A
concentracdo final do veiculo é de 0,5% de DMSO. Incubar a
37°C (5% COy) durante 1 hora. Depois de 1 hora de
tratamento com composto, estimular as células com 6X anti-
IgE. Misturar pocos com as células e deixar as placas a
incubar a 37°C (5% CO;) durante uma hora. Apdés 1 hora de
incubacédo, sedimentar as células (10 minutos, 1000 RPM) e
recolher 200 pl por poc¢o de sobrenadante, tendo cuidado
para ndo perturbar o sedimento. Colocar a placa de
sobrenadante sobre gelo. Durante a etapa de 7 horas (ver a
seguir) realizar o ensaio de triptase no sobrenadante que
foi diluido 1:500. Ressuspender o sedimento celular em 240
nl de meio CM contendo 0,5% de DMSO e a concentracéo
correspondente de composto. Incubar as células CHMC durante
7 horas a 37°C (5% CO;). Apbdés a incubacdo, sedimentar as
células (1000 RPM, 10 minutos) e recolher 225 pl por pocgo e
colocar a -80°C até gue esteja pronto para realizar ELISAS.
ELISAS sdo realizadas em amostras diluidas apropriadamente
(determinado empiricamente para cada populacdo de células
do doador, de modo a que a medicdo da amostra caia dentro

da curva padrédo), seguindo as instrucdes do fornecedor.

7.2.4 Resultados
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Os resultados dos ensaios de baixa densidade de CHMC séo
fornecidos na Tabela 1. Na Tabela 1, todos os valores
reportados sdo ICsps (em pM). A maioria dos compostos
testados apresentavam ICsos inferiores a 10 pM, com muitos
exibindo ICsps na gama sub-micromolar. Na Tabela 1, todos
os valores relatados sdo ICsps (em uM). Um valor de "-"
indica um valor de ICs>10 M, sem nenhuma atividade
mensuravel na concentracdo 10 uM. A maioria dos compostos
testados tinha ICsys menores do que 10 uM, com muitos
exibindo ICsgs na gama sub-micromolar. Um valor de "+"
indica um valor de ICs50<10 uM. Dos compostos testados, o0s
valores BMMC sdo comparaveis aos observados para oS

resultados CHMC.

7.3 Os Compostos de 2,4-pirimidinadiamina da invengéo

inibem seletivamente a cascata do recetor IgE a montante

De modo a confirmar que muitos dos compostos de2,4-
pirimidinadiamina da invencdo exercem a sua atividade
inibidora através do bloqueio ou da inibic&do da cascata de
transducdo de sinal precoce do recetor IgE, véarios dos
compostos foram testados em ensaios celulares para a
desgranulacdo induzida por ionomicina, tal como descrito

abaixo.

7.3.1 Ativagdo da Ionomicina com Baixa Densidade Celular de

CHMC: Ensaio de Triptase

Os ensaios para a desgranulacdo de mastécitos induzida por
ionomicina foram realizados tal como descrito para os
ensaios de ativacdo de IgE com baixa densidade celular
(Seccdo 7.2.2, em cima), com a excecdo de qgque durante a

incubacdo de 1 hora, foi preparada uma solucdo de 6X
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ionomicina [5 mM de ionomicina (Sigma I-0634) em MeOH
(stock) diluido 1:416,7 em tampdo de MT (2 uM final)] e as
células estimuladas através da adicdo de 25 pl da solucéo

de ©6X de ionomicina as placas apropriadas.

7.3.2 Resultados

Os resultados dos ensaios de desgranulacdo induzida por
ionomicina, reportados como valores de ICsy (em pM) séo
fornecidos na Tabela 1. Dos compostos ativos testados (isto
¢, agqueles que inibem a desgranulacédo induzida por IgE), a
vasta maioria ndo 1inibe a desgranulacdo induzida ©por
ionomicina, confirmando que estes compostos ativos inibem
seletivamente a cascata de transducdo de sinal inicial (ou
a montante) do recetor de IgE. Na Tabela 1, todos os
valores reportados s&do ICgs (em uM). Um valor "-" indica
um ICs0>10 M, sem nenhuma atividade mensuravel a uma
concentracdo de 10 pM. Um valor de "+" indica um ICs50<10

M.

7.4 Os Compostos de 2,4-pirimidinadiamina inibem a Syk

quinase em ensaios bioquimicos

Muitos dos Compostos de 2,4-pirimidinadiamina foram
testados quanto a capacidade de inibirem a fosforilacéo
catalisada pela Syk quinase de um substrato de péptido num
ensaio bioquimico de polarizacdo fluorescente com Syk
quinase isolada. Nesta experiéncia, os compostos foram
diluidos para 1% de DMSO em tampdo de guinase (20 mM de
HEPES, pH 7,4, 5 mM de MgCl;, 2 mM MnCl,, 1 mM DTT, 0,1
mg/mL de Globulina gama Bovina acetilada). O composto em 1%
de DMSO (0,2% DMSO final) foi misturado com uma solucdo de
ATP/substrato a temperatura ambiente. Syk gquinase (Upstate,

Lake Placid NY) foi adicionada a um volume de reacdo final
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de 20 pL e a reacdo foi incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente. As condicdes de reacdo finais da
enzima eram 20 mM de HEPES, pH 7,4, 5 mM de MgCl,, 2 mM
MnCl,, 1 mM DTT, 0,1 mg/mL de Globulina Gama Bovina
acetilada, 0,125 ng de Syk, 4 pM de ATP, 2,5 uM de
substrato de péptido (biotina-EQEDEPEGDYEEVLE-CONH2, SynPep
Corporation). EDTA (10 mM final) /anticorpo anti-
fosfotirosina (1X final)/marcador fluorescente fosfopéptido
(0,5X final) foi adicionado em tampdo de FP Diluicdo de
modo a parar a reacdo para um volume total de 40 npL de
acordo com as instrucdes do fabricante (PanVera
Corporation). A placa foi incubada durante 30 minutos no
escuro a temperatura ambiente. As placas foram lidas num
leitor de placas de polarizacdo de fluorescéncia Polarion
(Tecan). Os dados foram convertidos em guantidade de
fosfopéptido presente utilizando uma curva de calibracéo
gerada pela competicdo com o fosfopéptido competidor
fornecido no Kit de Ensaio de Tirosina Quinase, Green

(PanVera Corporation).

Estes dados, apresentados na Tabela 1, demonstram que quase
todos o0s compostos testados, inibem a fosforilacdo da Syk
quinase com ICsg na gama sub-micromolar. Uma grande maioria
dos compostos testados inibem a fosforilacdo da Syk gquinase
com ICsps na gama micromolar. Na Tabela 1, todos os valores
reportados sdo ICsps (em uM). Um valor de "-" indica um
ICs0> 10 M, sem nenhuma atividade mensuréavel na
concentracdo 10 uM. Um valor de "+" indica um wvalor de

IC50<1O UM.
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Namero do

composto

Nome do composto

Dados fisicos

LD
Triptase,
CHMC,
IgE, 3pt

D
Triptase,
CHMC,
IgE, fpt

LD
Triptase,
CHC,
Tono, Jpt

Fp_syk,
Lpt

269

N4-(Z,2-Dimetil-
1,1, 3-trioxo-4H-
benzotiazina-6-il)-
h-fluor-N2-(3,4,5-
trimetoxifenil)-
2,4-

pirinidinadianing

LCHS: tempo de ret 11,28 minino
de pureza: 99 %) VS (m/e): 518
(MH)

292

N4-(2,2-Dimetil-3-
0%0-4H-
benzo[l,4]tiazin-6-
11)-5-fluozr-Nz-
(3,4,5-
trimetoxifenil)-
2,4

pirinidinadianing

LCHS: tempo de ret 11,86 minimo
de pureza: 99 %; MS (m/e): 486
(MH)

543

We-(2,2-Dimetil-3-
0%0-4H-
benzo[l,4]ozazin-6-
11)-5-fluor-N2-
(3,4,5-
trimetoxifenil)-

2,4-

LCHS: pureza: 98 %; MS (n/e):
170 (M)
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LD D LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos -
composto CHMC, CHMC, CHIC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
pirinidinadiaming
N4-(4-Reetil-2, 2-
dimetil-3-oxo-
pirid(l,4]oxazin-6-
” 11)-5-fluor-N2- LCKS: pureza: 97 %; MS (n/e):
(34,5 513 ()
trimetoxifenil)-
2,4
pirimidinadiaming
Sal de acido
benzenossulfonico
Nd-(Z,2-Dingtil-3- | 1H RMN (DMSO-do): d 11,14 (s,
0x0-4H-5- LH), 9,98 (s, 1H), 9,63 (s, 1H],
] pirid[l,4]oxazin-6- | 8,17 (d, J=3,9 Hz, 1H), 7,62-
™ 11)-5-fluor-N2- 7,53 {m, 3H), 7,36-7,25 (m, 4H), + *
(3,4,9- 6,87 (s, 28), 3,66 (s, ¢H), 3,61
trimetoxifenil)- (s, 3H), 1,43 (s, 6H).
2,4
pirimidinadianing
Sal dz acido LE RMI (DMSO-d6): d 11,13 (s,
674 netanossulfonico L5}, 9,95 (s, LH), 9,62 (s, 1H), t t

N4-(2,2-Dimetil-3-

§,18 (d, J=3,9 Hz, 1H), 7,56 (d,
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LD D LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos -
composto CHMC, CHMC, CHIC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
0x0-4H-5- J=9,0 Hz, 1H), 7,31 (d, J=8,4
pirid[1,4]oxazin-6- |Hz, 1H), 6,88 (s, 2H), 3,60 (s,
11)-5-fluor-N2- o), 3,61 (s, 3H), 2,33 (s, 3H)
(3,4,5- L43 (s, ¢H).
trimetoxifenil)-
2,4
pirinidinadianing
Sal de acido p-
toluenossulfonico | LH RN (DMSO-d6): d 11,12 (s,
Ne-(2,2-Dimetil-3- | 1H), 9,89 (s, LH), 9,57 (s, 1H)
0x0-4H-5- 8,17 (d, =3,9 Hz, 18}, 7,57 (d,
: pirid[,4Joxazin-6- | J=8,4 Hz, 1H}, 7,45 (d, J=7,8
Bt |mom e e | +
(3,4,5- 7,08 (d, J=7,8 Hz, 2H), 6,89 (s,
trimetoxifenil)- 2H), 3,66 (s, 6H), 3,61 (s, 3H),
2,4- 2,28 (s, 3H), 1,43 (s, 6H)
pirimidinadiaming
Sal de acido 4- LH RMN (DMSO-de): d 11,12 (s,
hidroxibenzenossulf |18}, 9,81 (s, 1H), 9,53 (s, 1H)
676 onico W4-(2,2- 8,16 (d, g=4,2 Hz, 1H), 7,58 (d, t 1

Dimetil-3-ox0-4H-5-

pirid(1,4]oxazin-6-

J=8,1 Hz, 2H}, 7,37 (d, J=8,1
Hz, 28), 7,31 (d, J=8,7 He, 1H],
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LD LD LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos -
composto CHMC, CHMC, CHIC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
11)-5-fluozr-Nz- 6,90 (s, 2H), 6,64 (d, J=8,7 Hz
(3,4,5- 2H), 3,06 (s, o), 3,61 (s, 3H),
trimetoxifenil)- 1,43 (s, oH).
2,4
pirinidinadianing
Sal de acido 2,4,6-
trimetilbenzenossul | 1H RMN (DMSO-d6): d 11,10 (s,
fonico N4-(2,2- ), 9,72 (s, 1), 9,47 (s, lH)
Dimetil-3-oxo-1H-5- | 8,15 (d, J=4,2 Hz, 1H), 7,62-
. pirid[l,4]oxazin-6- | 7,5 (m, 1H), 7,31 (d, J=§,1
i 11)-5-fluor-N2- Hz, 1H), 6,91 (s, 2H), 6,72 (s, +
(3,4,5- 2H), 3,66 (s, o), 3,61 (s, 3H],
trimetoxifenil)- 2,48 (s, €H), 2,16 (s, 3H), 1,43
2,4 (s, 6H).
pirinidinadianing
Sal ds acido 0,5 L RMN (DMSO-do): d 1L,08 (g,
piridina-3- 20), 9,46 (s, 2H), 9,30 (s, 2H)
sulfonico N4-(2,2- |8,91 (s, 1H), 8,70 (d, J= 5,4
678 dinetil-3-oxo-4H-5- |Hz, 1H), §,37 (dd, J=1,5¢ 7,8 t t

pirid[l,4]oxazin-6-
11)-5-fluor-N2-
(3,4,5-

Hz, 1H), 8,13 (d, J= 3,0 Hz,
20y, 7,80-7,74 (m, 1H), 7,62 (d,
J= 8,1 Hz, 24), 7,31 (d, J= 8,1
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1D LD LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos -
composto CHMC, CHMC, CHIC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
trimetoxifenil)- Hz, 2H), 6,97 (s, 4H), 3,66 (s,
2,4- 1).
pirimidinadianing
Sal de acido p-
LH RMN (DMSO-d6): d 11,08 (s,
etilbenzenossulfoni
LH), 9,44 (s, 1H), 9,26 (s, 1H),
co M4-(2,2-dimetil-
§,13 (d, J= 3,3 Hz, 1H), 7,63
3-0xo0-4H-5-
(d, J= 8,4 He, 1H), 7,47 (d, J=
pirid[l,4]oxazin-6-
679 §,1 Hz, 2H), 7,31 (d, J=§,1 Hz, t +
11)-5-fluor-N2-
1), 7,12 {d, J=7,8 Hz, 2H),
(3,4,5-
6,97 (s, 2H), 3,65 (s, 6H), 3,59
trimetoxifenil)-
(s, 3H), 2,57 (g, J= 7,8 He,
2,4
2H).
pirimidinadiaming
Sal de acido (,5
1,2- LH RN (DMSO-de): d 11,08 (s,
etanodissulfonico | 26), 9,54 (s, 2H), 9,35 (s, 2H)
W4-(2,2-dinetil-3- | §,14 (d, J= 3,9 Hz, 2H), 7,60
680 0x0-4H-5- (d, J= 8,4 Hz, 2H), 7,31 (d, J= t $

pirid[1,4]oxazin-6-
11)-5-fluor-N2-
(3,4,5-

trimetoxifenil)-

§,4 1z, 2H), 6,95 (s, 4H), 3,60
(s, 12H), 3,60 (s, oH), 2,02 (s,
iH), 1,43 (s, 124).
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LD LD LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos -
composto CHMC, CHMC, CHMC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
2,4-
pirimidinadiaming
Sal de acido (IR)-
LH RMN (DMSO-dé): d 11,11 (s,
10- canforssulfonico
H), 9,83 (s, 1), 9,5 (s, 1H),
N4-(2,2-dimetil-3-
§,17 (d, J= 3,9 Hz, 1H), 7,57
0x0-4H-5-
(d, J= 8,7 Hz, 1H), 7,30 (d, J=
pirid(l,4]oxazin-6-
081 §,4 Hz, LH), 6,99 (s, 2H), 3,60 t ¥
11)-5-fluor-N2-
(s, 6H), 3,61 (s, 3H}, 2,80 (d,
(31415_
J= 14,7 Hz, 1H), 2,67 (t, J= 9,9
trimetoxifenil)-
Hz, 1H), 2,38 (d, J= 14,7 He,
2,4-
LH).
pirimidinadiaming
Sal dz acido (18)-
LH RMN (DMSO-d6): d 11,08 (s,
10- canforsulfonico
H), 9,55 (s, 1), 9,36 (s, 1H),
Né-(2,2-dimetil-3-
8,14 (d, J= 3,9 Hz, 1H), 7,60
0%0-4H-3-
(d, J=8,7 Hz, 1H), 7,31 {d, J=
pirid(l,4]oxazin-6-
082 8,4 Hz, 1H), 6,94 (s, ZH), 3,66 t 4

11)-5-fluozr-N2-
(3,4,5-
trimetoxifenil)-
2,4

pirinidinadianing

(s, 6H), 3,60 (s, 3H), 2,85 (d,
J= 14,7 Hz, 1H), 2,68 (t, J=
11,4 He, 1H), 2,36 (d, J= 14,7
Hz, 1H).
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1D LD LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos h
composto CHMC, CHMC, CHIC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
Sal de cloreto de
hidrogénio N4-(2,2- | LH RMN (DMSO-d6): d 11,31 (s,
dimetil-3-oxo-4H-5- | 1H), 9,89 (s, LH), 9,66 (s, 1H)
pirid[1,4]oxazin-6- | 8,18 (d, J= 4,5 He, lH), 7,39
685 11)-5-fluozr-Nz- (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,30 (d, J= t f
(3,4,5- §,7 Hz, 1H), 6,89 (s, 2H), 3,69
trimetoxifenil)- (s, 6H), 3,61 (s, 3H), 1,43 (s,
2,4- o).
pirimidinadiaming
LH RMN (DMSO-dd): d 9,42 (s,
5-Fluor-Nd- (3-ox0-
1), 9,13 (s, 1), §14 (d, o=
2,2,4-trimeti1-5-
3,0 Hz, 1H), 7,80 (d, J= 8,4 He,
pirid[1,4]oxazin-6-
), 7,32 {d, J= 8,4 He, 1H),
089 11)-N2-(3,4,5- t
7,03 (s, 28}, 3,66 (s, 6H), 3,60
trimetoxifenil)-
v (s, 3H), 1,44 (s, BH); LCMS:
lyk™
pureza: 974 MS (m/e): 489
pirimidinadiaming
(M),
N4-(2,2-dinetil-4- | IH RMN (DMSO-dé): d 9,46 (s,
carbometoximetil-3- | 18), 9,15 (s, 1H), 8,15 (d, J=
090 0%0-9- 3,6 Hz, 1H), 7,86 (d, J= 8,7 Hz, t

pirid(l,4]oxazin-6-

11)-5-fluozr-N2-

1), 7,37 (d, J= 8,7 Hz, 1H),
1,04 (s, 2H), 4,80 (s, 2H), 3,67
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1D LD LD
lmero do Triptass, |Triptase, |Triptase, |Fp syk,
Nome do composto Dados fisicos -
composto CHMC, CHMC, CHIC, Lpt
IgE, 3pt | IgE, 8pt |Tono, 3pt
(3,4,5- (s, 6H), 3,60 (s, 3H), 3,60 (s,
trimetoxifenil)- M), 1,47 (s, 6H); LCMS: pureza:
,4- 065; M3 (nfe): 543 (HH),
pirimidinadiaming
W4-(2,2-dinetil-3- | LE RMN (DMSO-db): d 11,14 (LE,
0%0-4H-5- s, 9,24 (18, &), 9,19 (18, ¢
pirid[l,4]oxazin-6- | 8,21 (1H, d, J=3,3 Hz), 7,76
11)-5-fluor-Niz- (I8, d, J=18,7 Hz), 7,41 (1E,
1007 t t - t
(3,4,5- d, J=8,7 Hz), 7,12 (24, s), 3,79
trimetoxifenil)- (6H, s}, 3,69 (3H, s), 1,52 (6H,
2,4- s); pureza 96%; MS (mfe): 471
pirimidinadianing | (ME)
N4-(Z,2-dimetil-3-
oxo-4H-N4-0x0-5-
pirid[l,4]oxazin-6- .
LCMS: tempo de ret: 3,48 minutos
11)-5-fluozr-N2-
1340 (7 minutos método); pureza: 97,4 t +

(31415_
trimetoxifenil)-
2,4-

pirimidinadiaming

3HS (mfe): 487,3 ()
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7.5 Os compostos sdo eficazes para o tratamento da

Autoimunidade

A eficécia in vivo de certos compostos de 2,4~
pirimidinadiamina em relacdo as doencas autoimunes foi
avaliada na reacdo de Arthus reversa passiva, um modelo
agudo de lesdo tecidular mediada por antigénio-anticorpo, e
em vVvArios modelos de autoimunidade e inflamacdo. Estes
modelos sdo semelhantes, em que um anticorpo especifico de
um antigénio medeia doenca inflamatéria acionada pelo
complexo imune (CI-acionada) e subsequente destruicdo dos
tecidos. A deposicdo de IC em locais anatdémicos especificos
(sistema nervoso central (SNC) para encefalomielite
autoimune experimental (EAE) e o sindévio para artrite
induzida por colagénio (AIC)) conduz a ativacdo de células
que expressam FcyR FceR de superficie, especialmente
mastdcitos, macrdfagos e neutrdfilos, o que resulta na
libertacdo de citocinas, e na quimiotaxia de neutréfilos. A
ativacdo da resposta inflamatdéria é responséavel por
respostas efetoras a jusante, incluindo edema, hemorragia,
infiltracdo de neutréfilos, e libertacdo de mediadores pré-
inflamatérios. As consequéncias de tais eventos acionados
pelo CI sédo dificeis de identificar em doencas autoimunes;
no entanto, diversos investigadores demonstraram gque a
inibicdo da wvia de sinalizacdo de FcyR nestes modelos
animais resultou numa reducdo significativa no surgimento e

na gravidade da doenca.

7.5.1 Os compostos sdo eficazes na reagdo de Arthus em

ratinhos

A eficédcia in vivo de composto 1007 para inibir a cascata
inflamatéria acionada pelo CI foi demonstrada num modelo de

ratinho de Reacdo Arthus reversa passiva (reacdo RPA).
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7.5.1.1 Modelo

Lesdo inflamatdéria aguda do tecido mediada pelo complexo
imune (CI) é implicada numa variedade de doencas autoimunes
humanas, incluindo sindrome de wvasculite, sindrome de soro,
lipus eritematoso sistémico (LES), artrite reumatoide,
sindrome de Goodpasture, e glomerulonefrite. O modelo
experimental clédssico para a lesdo do tecido mediada pelo
CI é a reacdo de Arthus reversa passiva. O modelo de reacéo
RPA ¢é um método Iin vivo conveniente para estudar a
inflamacd&o localizada, induzida por CIs, sem os efeitos
sistémicos. A injecdo intradérmica de anticorpos (Abs)
especificos para a ovalbumina de galinha (IgG de coelho
anti-0OvAa), seqguido por injecédo intravenosa (IV) de
antigénios (Ags), especificamente de albumina de ovo de
galinha (ovalbumina, OVA), causa a deposicdo perivascular
de CIs e a réapida resposta inflamatdédria caracterizada por
edema, infiltracdo de neutréfilos e hemorragia nos locais
de injecdo. Aspetos do modelo de reacdo RPA em ratinho
assemelham-se a resposta inflamatdéria de pacientes com

artrite reumatoide, LES e glomerulonefrite.

7.5.1.2 Protocolo do Estudo

Neste sistema modelo, o composto de teste é administrado em
varios periodos de tempo antes da administracdo de Abs e
Ags. Uma solucdo de IgG de coelho anti-OVA (50 pg em 25
pnl/ratinho) é injetada por via intradérmica, e
imediatamente a seguir h&d wuma injecdoc intravenosa de
albumina de ovo de galinha (20 mg/kg do peso corporal) numa
solucdo contendo 1% de corante azul de Evans. O grau de
edema e hemorragia ¢é medido na pele dorsal de ratinhos

C57BL/6 utilizando o corante azul de Evan como um indicador
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de danos tecidulares locais. IgG de <coelho policlonal

purificada é utilizada como um controlo.

O tempo de pré-tratamento, em gque o composto teste &
administrado antes do estimulo Ab/Ag, é de 0,5 horas, de
acordo com as propriedades farmacocinéticas (PK) de cada
composto individual. Quatro horas apds a inducdo da reacédo
de Arthus, os ratinhos sdo sacrificados e os tecidos séo
recolhidos para avaliacdo do edema. Este modelo de sistema
permite-nos examinar rapidamente a atividade in vivo do

composto.

7.5.1.3 Resultados

O composto testado foi administrado por via oral.

O composto 1007 mostrou a eficécia da inibicdo do edema por
89,4%, quando administrado a 1,0 mg/kg, 30 minutos antes do

estimulo.

O composto 1007 apresentou 64,3%, 78,7%, 98,1% e 99,8% de
inibicdo da formacdo de edema quando administrado em niveis
de dose de 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1,0 mg/kg e 5 mg/kg e com
um tempo de pré-tratamento de 30, respetivamente. O0s

resultados do composto testado estdo resumidos na Tabela 2.

Resumo da Reag¢do Cutédnea Arthus reversa passiva (RPA) em ratinho

% de i
Exposicdo R )
inibicdo Poténcia
Satélite: No | = Tempo de ) )
para o in Vvitro
momento do pré-
veiculo
estimulo tratamento
de
+ 4 horas
controlo
Numero Tempo de Tamanho Concentracédo Concentracdo
Nome do Dosagem } )
do pré- do edema | plasmatica * plasmdtica + EPM
composto (mg/kg)
composto tratamento + EPM EPM (ng/ml) (ng/ml)




117

(horas)
89,4 +
1007 1 0,5
2,2
86,3 +
3 0,5
7,9
97,8 *
10 0,5
1,1
88,2 +
30 0,5
5,7
64,3 *
1007 0,1 0,5 24,4 £ 9,6 BLQ
11,2
78,7 *
0,5 0,5 73,1 £ 14,5 BLQ
6,3
98,1 *
1 0,5 90,0 + 11,0 2,3+ 0,9
0,8
99,8 * 19,8 +
5 0,5 398,0 £ 30,2
0,2 15,7
Tabela 2

7.5.2 Os compostos sdo eficazes no modelo de ratinho de

artrite induzida por anticorpo de colagénio

A eficédcia in vivo de compostos relativamente a doencas
autoimunes pode ser demonstrada num modelo de ratinho de

artrite induzida por anticorpo de colagénio (CAIA).

7.5.2.1 Modelo

A artrite induzida por colagénio (CIA) em roedores ¢&
frequentemente usada como um dos modelos experimentais de
lesdo de tecidos mediada por CI. A administracdo de
colagénio do tipo II em ratinhos ou ratos resulta numa
reacdo imunitaria que, caracteristicamente, envolve a
destruicdo inflamatdéria da cartilagem e do osso das

articulacdes distais com inchaco concomitante dos tecidos
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circundantes. CIA €& normalmente usada para avaliar os
compostos que podem ser de uso potencial como farmacos para
o0 tratamento da artrite reumatoide e de outras doencas

inflamatdérias crdénicas.

Em anos recentes, surgiu uma nova técnica de modelacdo da
CIA, em que o0s anticorpos anti-colagénio do tipo II sé&o
aplicados para induzir uma CIA mediada por anticorpos. As
vantagens do método s&o: tempo curto para a inducdo da
doenca (a desenvolver dentro de 24-48 horas apds uma
injecdo intravenosa (IV) de anticorpos); artrite é indtivel
tanto em estirpes de ratinhos suscetiveis a CIA como em
estirpes resistentes a CIA; e o procedimento é ideal para
uma triagem rapida de agentes terapéuticos anti-

inflamatdérios.

Uma mistura de anticorpos monoclonais indutores de artrite
Arthrogen-CIA® (Chemicon International, Inc.) é
administrada por via intravenosa a ratinhos Balb/c (2
mg/ratinho) no Dia 0. Quarenta e oito horas mais tarde, 100
pl de LPS (25 pg) sédo injetados intraperitonealmente. No
dia 4, os dedos podem aparecer inchados. Ao Dia 5, uma ou
duas patas (especialmente as patas traseiras) comecam a
aparecer vermelhas e inchadas. No Dia 6, e posteriormente,
as patas vermelhas e inchadas irdo permanecer durante, pelo
menos, 1-2 semanas. Durante o estudo, os sinais clinicos de
inflamacdo sdo pontuados de modo a avaliar a intensidade do
edema nas patas. A gravidade da artrite é registrada como a
soma de ambas as patas traseiras para cada animal
(pontuacdo maxima possivel de 8). O grau de inflamacédo das
patas envolvidas é avaliada através da medicdo do didmetro

das patas. As mudancas de peso corporal sdo monitorizadas.

Os animais podem ser tratados no momento da inducdo da

artrite, a comecar no Dia 0. Os compostos de teste e os
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compostos de controlo podem ser administrados uma vez por
dia (g.d.) ou duas vezes por dia (b.i.d.), por via oral

(PO), dependendo dos perfis PK previamente estabelecidos.

No final do estudo (1-2 semanas apds a inducdo de artrite),
os ratinhos sdo sacrificados e as patas sdo seccionadas na
tibia distal utilizando uma guilhotina e pesadas. A média =
erro padrdo da média (EPM) para cada grupo ¢ determinada
cada dia a partir de pontuacdes clinicas individuais dos
animais, e o0s pesos da pata traseira para cada Jgrupo
experimental sdo calculados e registados no fim do estudo.

A avaliacdo histopatoldgica das patas é obtida.

7.5.2.2 Resultados

Uma reducdo da inflamacdo e do inchaco deve ser evidente
nos animais tratados com os compostos da invencdo, e a
artrite deverd progredir mais lentamente. O tratamento com
compostos (b.i.d.) deve reduzir significativamente a
artrite «clinica em comparacdo com oS animais tratados

apenas com veiculo.

7.5.3 Os compostos podem ser eficazes em artrite induzida

por colagénio em ratos

A eficdcia in vivo dos compostos da invencdo em relacdo as
doencas autoimunes pode ser demonstrada num modelo de rato

de artrite induzida por colagénio (CIA).

7.5.3.1 Descrigcdo do Modelo

A artrite reumatoide (AR) é caracterizada pela inflamacéo
crdénica das articulacodes, eventualmente conduzindo a

destruicdo irreversivel da cartilagem. CI contendo IgG sé&o
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abundantes no tecido sinovial de pacientes com AR. Enquanto
¢ ainda debatido o papel gque estes complexos desempenham na
etiologia e patologia da doenca, os CI comunicam com as

células hematopoéticas via FcyR.

A CIA é um modelo amplamente aceite de RA que resulta em
sinovite inflamatdéria crdénica caracterizada pela formacéo
de pannus e degradacdo da articulacdo. Neste modelo, a
imunizacdo intradérmica de colagénio tipo II nativo,
emulsionado com adjuvante incompleto de Freund, resulta
numa poliartrite inflamatdéria em 10 ou 11 dias e

subsequente destruicdo da articulacdo em 3 a 4 semanas.

7.5.3.2 Protocolo do Estudo

Ratos LOU singénicos foram imunizados no Dia 0 com CII/IFA
nativa de galinha (realizado na UCLA; E. Brahn,
Investigador Principal). Comecando no dia do inicio da
artrite (Dia 10), wum total de 59 ratinhos podem ser
tratados com um veiculo de controlo ou um composto da
invencdo num dos gquatro niveis de dose (1, 3, 10, e 30

mg/kg, g.d. por gavagem p.o.).

7.5.3.3 Resultados

Membros posteriores seriam avaliados diariamente para a
gravidade da artrite clinica usando um método normalizado
baseado no grau de inflamacdo da articulacdo. Radiografias
digitais de alta resolucdo de membros posteriores podem ser
obtidas no final do estudo (Dia 28). Estes membros também
podem ser analisados para alteracdes histopatolédgicas.
Anticorpos IgG para o CII nativo podem ser medidos em

quadruplicado por ELISA.
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Embora a invencdo anterior tenha sido descrita com algum
detalhe para facilitar a compreensdo, serd aparente que
certas alteracdes e modificacdes podem ser praticadas
dentro do dmbito das reivindicacgdes anexas. Deste modo, as
formas de realizacdo descritas s&do para ser consideradas
como ilustrativas e ndo restritivas, e a invencdo nédo é
para ser limitada aos detalhes dados aqui, mas pode ser
modificada dentro do dmbito e equivalentes das

reivindicacdes anexas.

Lisboa, 18 de Junho de 2013



REIVINDICACOES

1. Um composto com a seguinte férmula estrutural:
B e
g, N AL we
NNl

ou ¢é um sal, hidrato, solvato ou N-6xido dele

derivado, em que:

em que

X é gelecionado de entre o grupo que consiste em N e

CH;

Y & selecionado a partir do grupo consistindo de 0O, S,

SO, SO,, SONR®°, NH, NR®’;

Z é selecionado a partir do grupo consistindo de 0O, S,

SO, SO0,, SONR®®, NH, NR”;

cada R’ é independentemente um (C1-C6) alquilo;

cada R*° ¢, independentemente dos outros, selecionado

de entre o grupo constituido por hidrogénio e R%;

R? é selecionado a partir do grupo consistindo de R?,
R”, R®* substituido com um ou mais do mesmo ou

diferente R* ou R”, -OR? substituido com um ou mais do



mesmo ou diferente R* ou R®, -B(OR%®),, -B(NR°R%),, -
(CHz) »-R”, - (CHR?),-R”, -0-(CH,),-R”, -S-(CHy),-R”, -O-
CHR®R®, -0-CR?(R") ,, -0- (CHR®) ,-R", -0- (CHy) u-
CH[ (CHy).R°IR®, -S- (CHR*),-R", -C (0)NH- (CHy) »-R", -
C (0) NH- (CHRa) ,~R”, -0-(CH;),~C (0)NH- (CH,),~R”, -S-(CH;) -~
C (0) NH- (CH,) n—R”, -0- (CHR®) ,~C (0) NH- (CHR?) ,-R", -S-
(CHR*),-C (0) NH- (CHR?®) ,~R”, -NH- (CH,),-R°, -NH- (CHR?),-R”,
-NH[ (CHz)«R"], -N[ (CHs)R"]2, -NH-C(O)-NH- (CH;),~R", -NH-
C(0) - (CHy) ,—~CHR"R” e -NH- (CH,),~C (0) -NH- (CH,) ,~-R";

cada R® é selecionado independentemente a partir do
grupo consistindo de hidrogénio, (Cl1-C6) algquilo, (C3-
C8) cicloalquilo, ciclo-hexilo, (C4-C11)
cicloalquilalquilo, (C5-C10) arilo, fenilo, (C6-C16)
arilalquilo, benzilo, heterocalgquilo com 2-6 membros,
ciclo-heterocalquilo de 3-8 membros, morfolinilo,
piperazinilo, homopiperazinilo, piperidinilo,
cicloheteroalquilalquilo de 4-11 membros, heterocarilo

de 5-10 membros e hetercarilalquilo de 6-16 membros;

cada R é um grupo adequado selecionado
independentemente do grupo gque consiste em =0, -0RY,
(C1-C3) haloalquiléxi,-OCFs, =S,-SR% =NRY, =NORY, -
NR“R“, halogéneo, -CF3, -CN,-NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,,
=N,, -N;, -S(0)R%, -5(0),R%, -S(0),0R%, -S(O)NR°R®, -

S (0) s2NR°R®, -0S (0) R, -0S (0) 4RY, -05 (0) ,0RY, -
0S (0) ,NR°R®, -C(0)R%, -C(0)OR%, -C(O)NR°R®, -C (NH)NRR®,
-C (NR®*)NR°R®,  -C(NOH)R®, -C(NOH)NR°R®, -OC(O)RY, -
0C (0)OR%, OC(0)NR°R®, =-OC(NH)NR°R®, -OC(NR®*)NRR®, -
[NHC (0) ].RY, - [NR*C (0) 1.RY, - [NHC (0) ] ,0R?, -
[NR®C (0) ] ,0RY, - [NHC (0) ] .NR°R®, - [NR®C (0) ] .NR°R®, -

[NHC (NH) ] ,.NR°R® e -[NR®C (NR%) ] ,NR°R®;

cada R° ¢é independentemente R* ou, em alternativa,

cada R® é tomado em conjunto com o &atomo de azoto a



que se se encontra ligado para formar um ciclo-
heteroalquilo ou hetercarilo de 5 a 8 membros, que
pode, opcionalmente, incluir um ou mais dos mesmos ou
diferentes heterodtomos adicionais e que pode
opcionalmente ser substituido com um ou mais do mesmo

ou de diferentes grupos R® ou Rbadequados;
cada RY é, independentemente R?;

cada m é independentemente um numero inteiro de 1 até

3;

cada n é independentemente um numero inteiro de 0 a 3;

e

R é selecionado independentemente do grupo

consistindo de hidrogénio e (Cl-C6) alquilo.

. O composto da reivindicacdo 1, em gue

R’ & 3,4,5-trimetoxifenil.

. O composto da reivindicacédo 2, em que Y é& 0O, Z é& NH, e

X & N.

. O composto da reivindicacdo 1, selecionado de:
N4-(2,2-Dimetil-1,1,3-trioxo-4H-benzo[l,4]tiazina-6-
il)-5-fluor-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-

pirimidinadiamina;

N4-(2,2-Dimetil-3-oxo-4H-benzo[l,4]tiazin-6-11)-5-

fluor-N2-(3,4,5-trimetoxifenil) -2, 4-pirimidinadiamina;

N4-(2,2-Dimetil-3-0oxo-4H-benzo[l,4]loxazin-6-11)-5-

fluor-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidinadiamina;



~J

o

N4- (4-Acetil-2,2-dimetil-3-oxo-pirid[l,4]oxazin-6-il) -
5-fluor-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-

pirimidinadiamina;

5-Fluor-N4- (3-o0x0-2,2,4-trimetil-5-pirid[l,4]oxazin-6-

il)-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidinadiamina;

N4-(2,2-Dimetil-4-carbometoximetil-3-0x0o-5-
pirid[1l,4]loxazin-6-11)-5-fluor-N2-(3,4,5-

trimetoxifenil)-2,4-pirimidinadiamina;

ou sal, hidrato, solvato ou N-6xido deles derivados.

.0 sal do composto da reivindicacdo 1, em gue O
composto é:
N4-(2,2-Dimetil-3-ox0-4H-5-pirid[1,4]oxazin-6-11)-5-
fluor-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidinadiamina,
e em que o sal ¢é selecionado de entre o grupo
consistindo de: sal do &cido benzenossulfdnico, sal do
adcido metanosulfdnico, sal do dcido p-tolueno
sulfénico, sal do &cido hidroxibenzenosulfdénico, sal

do acido trimetilbenzenosulfdénico, sal do adcido

hemipiridina-3-sulfénico, sal do acido -
etilbenzenosulfdénico, sal do acido hemi-1,2-
etanodisulfénico, sal do acido (1R)-10-
canforsulfdénico, sal do dcido (18)-10-

canforsulfénico, e sal de cloreto de hidrogénio.

. O composto da reivindicacdo 2, em que Y & O.

. O composto da reivindicacdo 2, em que cada Z é NH.

. O composto da reivindicacdo 2, em que X & N.

. O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:
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10. Um composto de acordo com a reivindicacdo 4 ou 9,
o qual é& um sal de adigdo de um &acido selecionado a
partir de &cido cloridrico, &cido bromidrico, &cido
iodidrico, dcido sulfurico, dcido nitrico, adcido

fosférico, dcido acético, dcido trifluoroacético,

acido propidnico, acido hexandico, acido
ciclopentanopropidnico, acido glicdélico, acido
oxalico, adcido piravico, adcido lactico, adcido
maldnico, acido succinico, adcido malico, acido

maleico, adcido fumérico, dcido tartérico, adcido
citrico, &cido palmitico, &cido benzdico, acido 3-(4-
hidroxibenzoil) benzdico, acido cinamico, adcido
mandélico, acido metanossulfdénico, acido
etanossulfdénico, &cido 1,2-etano-dissulfdénico, &acido
2-hidroxietanossulfdénico, dcido benzenossulfdénico,
adcido 4-clorobenzenossulfdénico, acido 2-
naftalenossulfénico, &cido 4-toluenossulfdénico, &cido
canforossulfénico, &cido 4-metilbiciclo[2.2.2]-oct-2-
eno-l-carboxilico, &cido gluco-heptdnico, &cido 3-
fenilpropidnico, acido trimetilacético, acido
butilacético tercidrio, &cido lauril sulftrico, é&cido
glucdénico, éacido glutédmico, &cido hidroxinaftdico,

salicilico, &cido estedrico e &cido mucdnico.

11. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
composto de qualgquer uma das Reivindicacgées 1-10 e
compreendendo ainda um transportador, diluente ou

excipiente farmacologicamente aceitavel.



12. Um composto tal como definido em qualguer uma das
reivindicaces de 1 a 10 para uso num método de
tratamento do corpo humano ou animal através de

terapia.

13. Um composto ou composicdo tal como definido em
qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 11 para uso num
método para tratamento ou prevencdo de uma doenca

autoimune.

14. O composto ou composicdo da reivindicacdo 13, em
que a doenca autoimune ¢é selecionada do grupo
consistindo de rejeicdo de enxerto, tiroidite de
Hashimoto, anemia hemolitica autoimune, gastrite
atrofica por anemia perniciosa autoimune,
encefalomielite autoimune, orquite autoimune, doenca
de Goodpasture, trombocitopenia autoimune, oftalmia
simpatica, miastenia gravis, doenca de Graves, cirrose
biliar primaria, hepatite agressiva crénica,
glomerulopatia membranosa e uma doenca autoimune

envolvendo um disturbio autoimune sistémico.

15. O composto ou composicdo da reivindicacdo 14, em
que a doenca autoimune envolvendo um disturbio
autoimune sistémico é selecionada de um grupo
consistindo de lupus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide, sindrome de Sjogren, sindrome de Reiter,
polimiosite-dermatomiosite, esclerose sistémica,
poliartrite nodosa, esclerose multipla e penfigdide

bolhoso.

16. O composto ou composicdo da reivindicacdo 13, em

que a doenca autoimune é rejeicdo de enxerto.



17. O composto ou composicdo da reivindicacdo 13, em

que a doenca autoimune é lupus eritematoso sistémico.

18. O composto ou composicdo da reivindicacdo 13, em

que a doenca autoimune é artrite reumatoide.

19. O composto ou composicdo da reivindicacdo 13, em

que a doenca autoimune € esclerose multipla.

20. Uso de um composto ou composicdo tal como
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1-11 no
fabrico de um medicamento eficaz no tratamento ou

prevencdo de uma doenca autoimune.

21. Uso de um composto ou composicdo tal como
reivindicado na vreivindicacdo 20, em que a doenca
autoimune é tal como definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 14 a 19.

Lisboa, 18 de Junho de 2013
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