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Relatério Descritivo da Patente de Invencéao para "COMPOSTO
IMUNOSSUPRESSOR, SUA COMPOSICAO FARMACEUTICA, E SEUS
USOS".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio de prioridade a Pedido de
Patente Provisério U.S. Numero 60/471 931 (protocolado em 19 de maio de
2003) e Pedido de Patente Provisorio U.S. 60/561 968 (protocolado em 14
de abril de 2004). As descricbes completas destes pedidos séo aqui
incorporados por referéncia em sua totalidade e para todos os fins.

Antecedentes da Invencio

Campo da Invencéo

A invencdo prové uma nova classe de compostos
imunossupressores uteis no tratamento ou prevengdo de doencas ou
disturbios mediados por interacbes de linfécitos, particularmente doencgas
associadas com transducgéo de sinal mediado por receptor EDG.

Antecedentes

Receptores EDG pertencem a uma familia de receptores
acoplados a G-proteina ativados por lipidio intimamente relacionados. EDG-1,
EDG-3, EDG-5, EDG-6, ¢ EDG-8 (também respectivamente denominados
S1P1, S1P3, S1P2, S1P4, e S1P5) sao identificados como receptores
especificos para esfingosina-1-fosfato (S1P). EDG2, EDG4, e EDG7 (também
denominados LPA1, LPA2, e LPAS, respectivamente) sao receptores
especificos para lisofosfatifico (LPA). Entre os isétipos de receptores de S1P,
EDG-1, EDG-3 e EDG-5 sdo largamente expressos em varios tecidos,
enquanto a expressao de EDG-6 € largamente confinada a tecidos linféides e
plaquetas, e aquela de EDG-8 ao sistema nervoso central. Receptores EDG sé&o
responsaveis por transdugéo de sinal e s&o considerados como desempenhando
um importante papel nos processos celulares envolvendo desenvolvimento,
proliferagao, manutencdo, migragao, diferenciacdo, plasticidade e apoptose de
células. Certos receptores EDG sdo associados com doengas mediadas por
interacdes de linfocitos, por exemplo, em rejeicdo de transplante, doencas
autoimunes, doencas inflamatorias, doencas infecciosas e cancer. Uma

alteracdo no receptor EDG contribui para a patologia e/ou sintomologia
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destas doengas. Assim, moléculas que alteram, elas proprias a atividade de
receptores EDG s&o Uteis como agentes terapéuticos no tratamento dessas
doengas.

Sumario da Invencdo

5 Este pedido refere-se a compostos selecionados entre Férmula
laelb:
Ra  R3 Ry Rj
A X A Ry
~ ~
Z Y< .Oo
‘ YYRz w O Rq
. Ia 1 Ib
em que:
A ¢ escolhido entre -C(O)ORs, -OP(O)XORs)2, -P(O)ORs),,

-S(0)0Rs, -P(O)Rs)ORs e 1H-tetrazol-5-ila: em que cada Rs ¢€ independen-
10 temente escolhido entre hidrogénio e Cisalquila;

W € escolhido entre uma ligagéo, Cy_salquileno, Caalquenileno;

Y € escolhido entre Cg.qparila e Ca.sheteroarila; em que qualquer

arila ou heteroarila de Y pode ser substituida opcionalmente com 1 a 3 radi-

cais escolhidos entre halo, hidréxi, nitro, Ci.ealquila, Calcodxi, Ci.salquila
15 halo-substituida e Cy_salcoxi halo-substituido:

4 € escolhido entre:

. *
*'N,W‘; ‘\N/\/\* : "sNr\/' 5 “NA* B ."Ng/ :
Re Re Re Rs
" *,N,\l . *_ /Y*
* * : B N
a_,N>—t R N’\( ; No~e '\,N\/\* RGF F
Rg OH
Q‘ <
. * N * N : N,\CL
2l CRIN S W S KR A OV
Rs
. P o 3 «N
LR @ W RS U Q-
6 - 0]
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em que os asteriscos da esquerda e da direita de Z indicam o
ponto de fixagdo entre -C(R3)(R4)- € A de Férmula la ou Ib, respectivamente:
Rs € escolhido entre hidrogénio e Ciealquila; e J; e J, sdo independente-
mente metileno ou um heteroatomo escolhido entre S, O e NRs; em que Rs é
escolhido entre hidrogénio e Cygalquila; e qualquer alquileno de Z pode ser
adicionalmente substituido por um a trés radicais escolhidos entre halo, hi-
droxi, Cyealquila; ou Rs pode ser fixado a um atomo de carbono de Y para
formar um anel de 5-7 membros;

R1 & escolhido entre Cgqearila e Cagheteroarila; em que qual-
quer arila ou heteroarila de R ¢ opcionalmente substituido por um radical
escolhido entre Ce-10arilaCy.4alquila, Ca.gheteroarilCo.qalquila, Cig cicloal-
quilCo.4alquila, 03-8heterocicloalquiICo.4alquila ou Cysalquila; em que qual-
quer grupo arila, heteroarila, cicloalquila ou heterocicloalquila de Ry pode ser
opcionalmente substituido por um a cinco radicais escolhidos entre halo, C,.
salquila, Cqgalcodxi, Cyealquila halo-substituida e Ci.salcédxi halo-substituido:
e qualquer grupo alquila de Ry pode opcionalmente ter um metileno substitu-
ido por um atomo ou grupo escolhido entre -S-, -§(0)-, -S(0)2-, -NRs- e -O-;
em que Rs € escolhido entre hidrogénio ou Ci-salquila;

Rz & escolhido entre hidrogénio, Cisalquila, Cyealquenila, Coq
alquinila e Cq.galquila halo substituida:

Rs e Ry sdo independentemente escolhidos entre hidrogénio,
Ci.6 alquila, halo, hidréxi, Cq.galcoxi, Cisalquila halo-substituida e Cq.galcoxi
halo-substituido;

e os derivados N-6xido, derivados pré-farmaco, derivados prote-
gidos, isbmeros individuais e misturas de isémeros dos mesmaos; e 0s sais e
solvatos (por exemplo, hidratos) farmaceuticamente aceitaveis de tais com-
postos.

Um segundo aspecto da inveng&o é uma composigdo farmacéu-
tica que contém um composto de Férmula la ou Ib ou um derivado N-6xido,
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isdmero individual ou mistura de isémeros do mesmo, ou um sal farmaceuti-
camente aceitavel do mesmo, em mistura com um ou mais excipientes ade-
quados.

Um terceito aspecto da invengdo é um método para tratar uma
doenga em um animal em que alteragdo de transducdo de sinal mediada por
receptor EDG pode evitar, inibir ou melhorar a patologia efou sintomologia
da doenga, método esse que compreende administrar ao animal um montan-
te terapeuticamente eficaz de um composto de Férmula la ou ib ou um deri-
vado N-6xido, isémero individual ou mistura de isbmeros do mesmo; ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

Um quarto aspecto da inven¢ao € o uso de um composto de
Férmula la ou Ib na fabricagdo de um medicamento para tratar uma doenca
em um animal em que alteracdo de transducéo de sinal mediada por recep-
tor EDG contribui para a patologia e/ou sintomologia da doenga.

Um quinto aspecto da inveng&o é um processo para preparagéo
de compostos de Férmula la ou Ib e os derivados N-6xido, derivados de pré-
farmaco, derivados protegidos, isdmeros individuais e misturas de isémeros
dos mesmos; e os sais farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos.
Descricdo das Modalidades Preferidas

A invengdo prové compostos que sdo Uteis no tratamento efou
prevengdo de doengas ou distirbios mediados por interagdes com linfocitos.
Também sao fornecidos métodos para tratar tais doengas ou distarbios.
Definigbes

Neste relatorio, a ndo ser que definido de outra forma:

"Alquila” como grupo e como elemento estrutural de outros gru-
pos, por exemplo alquila halo-substituida, alcéxi, acila, alquiltio, alquilsulfoni-
la e alquilsulfinila, podem ser de cadeia reta ou ramificada. "Alquenila” como
grupo e como elemento estrutural de outros grupos contém uma ou mais
duplas ligagdes carbono-carbono, e pode ser de cadeia reta ou ramificada.
Quaisquer duplas ligagdes podem ser de configuragdo cis ou trans. "Alquini-
la" como grupo e como elemento estrutural de outros grupos e compostos

contém pelo menos uma ligagdo tripla C = C e pode também conter uma ou
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mais ligagGes duplas C=C, e pode, tanto quanto possivel, ser de cadeia reta
ou ramificada. Qualquer grupo cicloalquila, sozinho ou como elemento estru-
tural de outros grupos pode conter de 3 a 8 atomos de carbono, preferivel-
mente de 3 a 6 atomos de carbono. "Alquileno” e "alquenileno” s3o radicais
divalentes derivados de grupos "alquila” e "alquenila”, respectivamente. Nes-
te pedido, qualquer grupo alquila de R' pode ser opcionalmente interrompido
por um membro grupo selecionado entre -S-, -S(0)-, -S(0),-, -NR%- ¢ -O-
(em que R?® ¢ hidrogénio ou Cy.salquila). Estes grupos incluem -CH,-O-CH,-,
-CH2-S(0)2-CHy-, -(CH2).-NR?°-CH,-, -CH2-O-(CH_)»-, e similares.

"Arila” significa um conjunto de anel aromatico monociclico ou
biciclico fundido contendo 6 as 10 atomos de carbono no anel. Por exemplo,
Ce.12arila pode ser fenila, bifenila ou naftila, preferivelmente fenila. Um anel
biciclico fundido pode ser parcialmente saturado, por exemplo, 1,2,3,4-
tetraidro-naftaleno, e similar. "Arileno” significa um radical divalente derivado
de um grupo arila. Por exemplo, arileno neste contexto pode ser fenileno,
bifenileno, naftileno e similares.

"Halo" ou "halogénio" significa F, CI, Br ou I, preferivelmente F ou
Cl. Grupos e compostos alquila halo-substituidos podem ser parcialmente halo-
genados ou peralogenados, sendo que no caso de halogenagdo miuiltipia, os
substituintes halogénio podem ser iguais ou diferentes. Um grupo alquila pera-
logenado preferido &, por exemplo trifluorometila ou trifluorometdxi.

"Heteroarila" significa arila, como definido neste pedido, com a
adicdo de pelo menos uma porgdo heteroatomo selecionada entre N, O ou
S, e cada anele é composto de 5 a 6 &tomos de anel, a ndo ser que indicado
de outra maneira. Por exemplo, Cheteroarila inclui oxadiazol, triazol, e simi-
lares. Coheteroarila inclui quinolina, 1,2,3,4-tetraidro-quinolina, e similares.
Czheteroarila neste contexto inciui tienila, piridinila, furanila, isoxazolila,
benzoxazolila ou benzo[1,3]dioxolila, preferivelmente tienila, furanila ou piri-
dinila. "Heteroarileno® significa heteroarila, definida neste pedido, que a es-
trutura em anel inclua um radical divalente. Um sistema de anel heteroarila
biciclico fundido pode ser parcialmente parciaimente saturado, por exemplo,
2,3-diidro-1H-isoindol, 1,2,3,4-tetraidro-quinolina, e similar.



10

15

20

25

18 MAT 205

Na presente invengdo, um composto EDG-1 seletivo (agente ou

modulador) tem uma especificidade que é seletiva para EDG-1 sobre EDG-3
e sobre um ou mais de EDG-5, EDG-6, e EDG-8. Neste contexto, seletivida-
de para um receptor EDG (um "receptor seletivo™) sobre outro receptor EDG
(um "receptor ndo seletivo”) significa que o composto possui uma poténcia
muito mais alta em induzir atividades mediadas pelo receptor EDG seletivo
(por exemplo, EDG-1) do que para o receptor EDG S1 P-especifico ndo sele-
tivo. Se medido em um ensaio de ligaggo a GTP-yS (descrito no Exemplo
abaixo), um composto EDG-1 seletivo tipicamente tem um EC50 (concentra-
¢ao efetiva que causa 50% da resposta maxima) para um receptor seletivo
(EDG-1) que é pelo menos 5, 10, 25, 50, 100, 500, ou 1000 vezes mais bai-
xa do que EC50 para um receptor n3o seletivo (por exemplo, um ou mais de
EDG-3, EDG-5, EDG-6, ¢ EDG-8).

Descrigdo Detalhada da Invencio

A invengdo prové compostos que s3o Uteis para tratar ou preve-
nir doengas ou disturbios que s&o mediados por interagdes com linfécitos.
Em uma modalidade, para compostos de Férmula la ou Ib, R4 & fenila, naftila
ou tienila opcionalmente substituidas por Ce.10arilCy.4alquila, C,.gheteroaril-
Co-salquila,  CsgciclealquilCoalquila, Cs.sheterocicloalquilCo4aiquila  ou
Casalquila; em que qualquer grupo arila, heteroarila, cicloalquila ou heteroci-
cloalquila de Ry pode ser opcionalmente substituido por um a cinco radicais
escolhidos entre halo, C,.galquila, Cisalcodxi, Cqealquila halo-substituida e
Ci.salcoxi halo-substituido; e qualquer grupo alquila de R' pode opcional-
mente ter um metileno substituido por um atomo ou grupo escolhido entre
-S-, -8(0)-, -5(0)2-, -NRs- & -O-; em que Rs é hidrogénio ou C.salquila.

Em outra modalidade, Y é escolhido entre:
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N N N~

*__._</ —.——# * </ '_* ’* < ,'—* :
N \l S N \l
Ry

» 4 /; * Do 4 /; * 4 /; *
N SN 0 X

and =e¢

em que Ry € hidrogénio ou Cy.salquila; e os asteriscos & esquer-
da e a direita de Y indicam o ponto de ligagdo a) entre -C(R2)=NOWR; e
-CR3R4-, ou entre -CR3Ry- € -C(R,)=NOWR; de Férmula la, respectivamen-
te, ou b) entre -CR3R4- € W ou entre W e -CR3R,- de Férmula Ib, respecti-
vamente; em que qualquer arila ou heteroarila de Y pode ser opcionalmente
substituida com 1 a 3 radicais escolhidos entre halo, hidroxi, nitro, Cq6
alquila, C4.galcoxi, Cqgalquila halo-substituida e C1-salcoxi halo-substituido.

Em outra modalidade, R, é escothido entre:

i . Ro—r and Ro—r
RQ LR, R

* Rg Rg

and=e
em que o asterisco € o ponto de ligagdo de Ry com W; Rg é Ce.10.
aril Co.alquila, Cyg heteroaril Cy.4alquila, Csgcicloalquil Cgysalquila, Cas.
heterocicloalquil Co.salquila ou Cy.galquila; em que qualquer grupo arila, hete-
roarila, cicloalquila ou heterocicloalquila de Rg pode ser opcionalmente subs-
tituido por um a trés radicais escolhidos entre halo, Cjsalquila, Ci.e.
alcodxi, Cqealquila halo-substituida e Cy.galcoxi halo-substituido; e qualquer
grupo alquila de Rs pode opcionalmente ter um metileno substituido por um
atomo ou grupo escolhido entre -S-, -S(0)-, -S(0),-, -NRs- € -O-; em que Rs
€ hidrogénio ou Cigalquila; e Rg é escolhido entre halo, Cjsalquila, Cy.

alcoxi, Cq.ealquila halo-substituida e Cy.galcoxi halo-substituido
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Em outra modalidade, A é -C(O)OH; Z é escolhido entre:

*
*~NJ\,*; SN *~N'\/* ; TN *-N:r ;
Re Re Re

* * .
R N G W o I
R F

R OH

em que os asteriscos a esquerda e a direita de Z indicam o ponto
de ligagdo entre -C(R3)(Rs)- e A de Férmula la ou Ib, respectivamente; Rg é
escolhido entre hidrogénio e Cy.salquila; e R; e R, s30 ambos hidrogénio.

Em um outro modo de realizag&o, Y & escolhido entre fenila, piri-
dinila, tienila e furanita; em que qualquer fenila, piridinila, tienila ou furanila
de Y é opcionalmente substituida com 1 a 3 radicais escolhidos entre metila,
etila, ciclopropila, cloro, bromo, fltior e metdxi: ou onde Y é fenila, Rs pode
ser ligado a um atomo de carbono de Y para formar 3,4-diidro-1H-
isoquinolin-2-ila.

Em outra modalidade, W ¢ uma ligacdo ou metileno; R; & esco-

lhido entre:
Rg\—/j ; Reg 2, and Refp
2 f~T* T
'\/\* Rg R{g
and=e

em que Rs € escolhido entre fenila, cicloexila, tienila, 3,3-dimetil-
butila, piridinila, ciclopentila e piperidinila; em que Rg pode ser opcionalmente
substituido por 1 a 3 radicais escolhidos entre trifluorometila, metdxi, fllor,
trifluorometdxi e metila; e Ry é escolhido entre trifluorometila, fldor, metila,
cloro, metdxi e etila.

Compostos preferidos da invengdo incluem: acido 3-{4-[1-(2-
trifluorometiI-bifenil-4-iImetoxiimino)-etil]-benzi!amino}-propiénico, acido 3-{4-
[1-(4-cicIoexil-3-triﬂuorometil-benziloxiimino)—etiI]-2-etii-benzilamino}-propiéni~
co, acido 1—{4-[1-(4—cicloexil-3-triﬂuorometiI-benziloxiimino)-etil]-2-etil-benzil}-
azetidina-3-carboxilico, acido 3-({2-cloro-6-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometii-
benziloxiimino)-etil]-piridin-3-i!metil}-amino)—propiﬁnico, acido  3-({6-[1-(4-

cicloexiI-3~triﬂuorometiI-benziioxiirnino)-etil}—2-etiI-piridin-3-ilmetil}-a mino)-
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propidnico, acido 3-{4-[1+( bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzilamino}-
propibnico, &cido 4-{4-[1-(bifeni|-4-iImetoxiimino)-etiI]-benzilamino}-butl'rico,
acido 1-{4-[1 -(bifenil-4~ilmetoxiimino)—etiI]-benziI}-azetidina-3-carboxilico, aci-
do 1-{4-[1-(bifeniI-4-iImetoxiimino)-etil]-benzil}-piperidina—S—carboxilico, acido
{4-[1-(bifeniI-4-ilmetoxiimino)-etiI]-benzilamino}-acético, acido 3-{4-[1-(bifenil-
4- ilmetoxiimino)—etil]-benziIamino}-ciclopentanocarboxilico, 4cido 3-{4-[1-(4-
triﬂuorometil-bifenil-4-iImetoxiimino)-etil]—benzilamino}-propiénico, acido 3-{4-
[1 -(5-feniI-furan-2-iImetoxiimino)-etil]—benzilamino}-propiénico, acido 3-{4-[1-
(3'-triﬂuorometil-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]~benzilamino}-propiénico, acido 3-
{4-[1-(3-triﬂuorometil-bifenil-4—ilmetoxiimino)-etil]—benzilamino}-propiénico,
acido 3—{4-[1-(4'-metc’>xi-bifenil-4-iImetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propiénico,
acido 3-{4-[1-(bifenil-3—iImetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propic‘)nico, acido 3-
{4-[1-(4-tiofen-2-iI-benziloxiimino)—etil]-benzilamino}-propiénico, acido 3-{4-[1-
(4-tiofen~2-iI-3-triﬂuorometil-benzioniimino)—etil]-benzilamino}—propiénico, aci-
do 3-{4-[1 -(4'-ﬂl]or-bifeniI-4-Elmetoxiimino)-etiI]-benzilamino}~propiénico, acido
3-{4-{1-(4"-trifluo rometéxi—bifenil-4—iimetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propiﬁni-
co, acido 3—{4-[1-(3'-trifluorometéxi-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzilamino}-
propidnico, acido 1-{4—[1-(2-triﬂuorometil-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzii}-
azetidina-3-carboxilico, acido 1-{4-[1-(2-triflucrometil- bifenil-4-ilmetoxiimino)-
etil}-benzil}-pirrolidina-3-carboxilico, acido 1-{4-[1-(2-trifluorometil-bifenil-4-
ilmetoxiimino)-etil]-benziI}-piperidina-3-carboxilico, acido 3-{4-[1-(3"-metdxi-
bifenil-4-ilmetoxiimino)-etii]-benzilamino}-propic‘;nico, acido 2-hidroxi-3-{4-[1-
(2~triﬂuorometiI-bifeniI-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propiénico, acido 3-
{4—[1-(4'-metiI-bifenil-4-iImetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propiénico, acido 3-
{4-[1-(4-fenil-tiofen-2-iImetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propiﬁnico, acido 1-{4-
[1 -(bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzil}-pirrolidina-3-carboxilico, acido 3-{4-[1-
(4-furan-3-iI-benziloxiimino)-etiI]-benzilamino}-propiénico, acido 3-{4-[1-(4-
tiofen-3-il-3—triﬂuorometil-benzioniimino)—etil]-benzilamino}-prOpiénico, acido
3-{4-[1-(4-tiofen-3-il-2-trifluo rometil-benziloxiimino)-etil}-benzilamino}-
propidnico, &acido 2-ﬂ00r-3—{4-[1-(2-triﬂuorometiI-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-
benzilamino}-propidnico, acido 3-{4-[1-(2-trifluorometil-bifenil-4-ilmetoxiimi-
no)-etil]-benzilamino}-butirico, acido 3-{4-[1-(5-fenil-tiofen-2-ilmetoxiimino)-
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etill-benzilamino}-propidnico, 4cido 3-{4-[1-(4-cicloexil-benziloxiimino)-etil]-
benzilamino}-propidnico, Aacido 3-{4-[1-(3-flaor-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil}-
benzilamino}-propiénico, acido 3-{4-[1-(4"-flior-2-trifluorometil-bifenil-4-ilme-
toxiimino)-etil]-benzilamino}-propidnico, acido 3-{4-[1 -(4'-metil-2-trifluorometii-
bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-furan-2-
il-3-triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]—benzilamino}-propiénico, acido 3-{4-1-
(2'-ﬂ00r-2-triﬂuorometil-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]—benzilamino}-propi(“)nico,

acido 3-(4-{1-[4-(3.3—dimetil-butil)—S—triﬂuorometil-benziloxiimino]-etil}-benzil-
amino)-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-furan-3-il-3-trifluorometil-benziloxiimino)-
etill-benzilamino}-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-piridin-3-il-benziloxiimino)-etil]-
benzilamino}-propidnico,  acido 3-{4-[1-(4-piridin-4-il-benziloxiimino)-etil]-
benzilamino}-propidnico, Aacido 3-{4-[1-(2-flior-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-
benzilamino}-propidnico, acido 3-({2-metdxi-6-[1-(2-trifluorometil-bifenil-4-
ilmetoxiimino)-etil)-piridin-3-ilmetil}-amino)-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-
cicloexiI-S-trifluorometil-benzioniimino)-cetil]-2-etil—benzilamino}-propiénico,

acido 3-{4-[1 -(4-cicloexiI-3-triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]-benzilamino}—
propidnico, acido 3-{2—bromo~4-[1-(4-cicloexil-3-triﬂuorometil~benziloxiimino)-
etil]-benzilamino}-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-ciclopentil-3-trifluorometil-ben-
Ziloxiimino)-etil]-benzilamino}-propidnico, acido 3-{2-cloro-4-[1-(4-cicloexil-3-
triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]—benzilamino}-propiﬁnico, acido 3-({6-[1-(4-
cicloexil-3-triﬂuorometiI-benzioniimino)—etil]-piridin-3-ilmetil}-amino)-propic“)-

nico, &acido 3-({5-[1-(4-cicloexil-3-triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]—tiofen-2-
limetil}-amino)-propidnico, cido 3-({5-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxi-
imino)-etil]-piridin-2-ilmetil}-amino)-propidnico, acido 3-({5-[1-(4-cicloexil-3-
triﬂuorometil-benziloxiimino)-etiI]-furan-2-ilmeti|}-amino)-propic‘)nico, acido 3-
({2-[1-(4-cic!oexiI-3-triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]-piridin-4-ilmetil}-amino)—
propidnico, acido 3—{4—[1-(4-cicloexiI-3-ﬂt’xor-benzioniimino)-etil]-benzilamino}-
propidnico, acido 3-{2-cloro-4-[1-(4-cicloexiI-S-triﬂuorometil—benziloxiimino)-
etil]-benzilamino}-propidnico, acido 1-{6-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benzilo-
xiimino)-etil}-2-etil-piridin-3-ilmetil}-azetidina-3-carboxilico, &cido 3-{2-etil-4-
[1-(4-piperidin-1-il-3-triﬂuorometil—benziloxiimino)-etil]-benziiamino}-propié-

nico, acido 3-{4-[1-(4-cicloexiI-3-metiI-benziloxiimino)—etil]-Z-etil-benzilamino}-
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propidnico, acido 3-{4-[1-(3-cloro-4-cicloexil-benziloxiimino)-etil}-2-etil-benzil-
amino}-propidnico, &cido 3-{4-[1-(4-Cicloexil-3-metdxi- benziloxiimino)-etil]-2-
etil-benzilamino}-propidnico, acido 1-{4-[1-(4-cicloexil-3-metdxi-benziloxiimi-
no)-etil]-2-etil-benzil}-azetidina-3-carboxilico, acido  3-{4-[1-(4-cicloexil-3-
trifluorometil-benziloxiimino)-etil}-2-metil-benzilamino}-propiénico, acido 1-{4-
[1-(4-cicloexil-3-triftuorometil-benziloxiimino)-etil]-2-metil-benzil}-azetidina-3-
carboxilico, acido 3-{4-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino)-etil}-2-
ciclopropil-benzilamino}-propidnico, acido 1-{4-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-
benziloxiimino)-etil}]-2-ciclopropil-benzil}-azetidina-3-carboxilico, acido 3-{2-
etil-4-[1-(2-trifluorometil-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etil]-benzilamino}-propidnico,
acido 1-{4-[1-(4-cicloexil-3-etil-benziloxiimino) -etil]-2-etil-benzil}-azetidina-3-
carboxilico, acido 1-{4-[1-(4-cicloexil-3-metil-benziloxiimino )-etil]-2-etil-bem-
zil}-azetidina-3-carboxilico, acido 1-{2-cloro-4-[1-(4-cicloexil-3-etil-benziloxi-
imino)-etil}-benzil}-azetidina-3-carboxilico, acido 3-{2-cloro-4-[1-(4-cicloexil-3-
etil-benziloxiimino)-etil]-benzilamino}-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-cicloexil-3-
triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]-2-ﬂaor—benzilamino}-propiénico, acido 1-{4-
[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino )-etil]-2-flior-benzil}-azetidina-3-
carboxilico, acido 3-{6-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino)-etil}-3,4-
diidro-1H-isoquinolin-2-il}-propidnico, acido 3-{6-[1-(4-cicloexil-3-etil-benzilo-
xiimino)-etil)-3,4-diidro-1H-isoquinolin-2-il}-propidnico, acido 3-{4-[1-(2-
trifluorometil-bifenil-4-il)-etilidenoaminooximetil]-benzitamino}-propidnico, aci-
do 3-{4-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-fenil)-etilidenoaminooximetif]-benzilami-
noj}-propidnico, acido 3-{4-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-fenil)-etilidenoamino-
oximetil]-2-etil-benzilamino}-propidnico, acido 1-{4-[1-(4-cicloexil-3-trifluoro-
metil-fenil)-etilidenoaminooximetil}-2-etil-benzil}-azetidina-3-carboxilico e aci-
do  1-{4-[1-(4-cicloexil-3-etil-fenil)-etilidenoaminooximetil]-2-etil-benzil}-azeti-
dina-3-carboxilico. Além disso, compostos preferidos s3o também mostrados
nos exemplos e Tabela 1, infra.

A inveng&o prové formas do composto que possuem o grupo hi-
droxila ou amino presente em uma forma protegida; estes funcionam como
pro-tarmacos. Pro-farmacos sdo compostos que s@o convertidos em um

farmaco ativo ap6s administragio, através de uma ou mais transformacgoes
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quimicas ou bioquimicas. Formas dos compostos da presente invengdo que
sao prontamente convertidas no composto reivindicado em condigdes fisio-
Ibgicas s&do pré-farmacos dos compostos reivindicados e fazem parte do es-
copo da presente invengdo. Exemplos de pro-farmacos incluem formas onde
um grupo hidroxila é acilado para formar um éster relativamente I1abil como
um éster acetato, e formas onde um grupo amino & acilado com o grupo car-
boxilato de glicina ou um L-aminoacido como serina, formando uma ligacdo
amida que € particularmente susceptivel & hidrdlise por enzimas metabdlicas
comuns,

Compostos de Férmula la ou Ib podem existir em forma livre ou
em forma de sal, por exemplo sais de adigdo com 4cidos inorganicos ou or-
ganicos. Onde grupos hidroxila estdo presentes, estes grupos podem tam-
bém estar presentes em forma de sal, por exemplo sal de amdnio ou sais
com metais como litio, sédio, potassio, célcio, zinco ou magnésio, ou uma
mistura dos mesmos. Compostos de Férmula la ou Ib e seus sais em forma
de hidrato ou solvato também fazem parte da invencéo.

Quando os compostos de Formula la ou b possuem centros as-
simétricos na molécula, varios isdmeros dpticos s3o obtidos. A presente in-
vencdo também abrange enantidmeros, racematos, diastereocisémeros e
suas misturas. Além disso, quando os compostos de Férmula la ou Ib inclu-
em isdmeros geométricos, a presente invengdo abrange compostos cis,
compostos trans e suas misturas. Consideragdes similares se aplicam em
relagdo a materiais de partida que apresentam atomos de carbono assimé-
tricos ou ligagbes insaturadas como mencionado acima.

Métodos e Composicdes Farmacéuticas para tratar Condicées Imunomodu-

latorias

Os compostos de Férmula la ou Ib em forma livre ou em forma
de sal farmaceuticamente aceitavel, apresentam propriedades farmacologi-
cas valiosas, por exemplo propriedades de modulagdo de recirculagéo de
linfécitos, por exemplo, como indicado por testes in vitro e in vivo do Exem-
plo 6 e s&o, assim, indicados para terapia. Compostos de Férmula la ou Ib

preferivelmente mostram um ECso na faixa de 1 x 10" a 1 x 10°° M, preferi-
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velmente menos de 50nM. Os compostos apresentam seletividade para um
ou mais receptores EDG/S1P, preferivelmente EDG-1/S1P-1. Moduladores
seletivos para EDG-1/S1P-1 da presente invengdo podem ser identificados
por teste de ligagdo de um composto com EDG-1/S1P-1 e um ou mais dos
outros receptores EDG/S1P (por exemplo, EDG-3/S1P-3, EDG-5/S1P-2,
EDG-6/S1P-4, e EDG-8/S1P-5). Um modulador seletivo para EDG-1/S1P-1
usualmente tem um EC50 para o receptor EDG-1/S1P-1 na faixa de 1 x 10°"
a1x10®° M, preferivelmente menos de 50 nM, mais preferivelmente menos
de 5 nM. Possui também um EC50 para um ou mais outros receptores
EDG/S1P que € de pelo menos 5, 10, 25, 50, 100, 500, ou 1000 vezes supe-
rior que seu EC50 para EDG-1/S1P-1. Assim, alguns dos compostos modu-
latérios para EDG-1/S1P-terdo EC50 para EDG-1/S1P-1 menor que 5 nM
enquanto seu EC50 para um ou mais outros receptores EDG/S1P sio pelo
menos 100 nM ou mais. Além de testar a atividade de ligagdo aos receptores
EDG/S1P, agentes seletivos para EDG-1/S1P-1 podem também ser identifi-
cados por exame da capacidade de um agente de teste de modificar um
processo ou atividade mediada por um receptor EDG/S1P.

Os compostos de Formula la ou Ib sdo, assim, uteis no tratamen-
to e/ou prevengdo de doengas ou distarbios mediados por interagdes com
linfécitos por exemplo em transplante, como rejeicdo de célula, tecido ou
6rgdo, aguda ou crénica alo- ou xeno enxertos ou fungdo de enxerto retar-
dada, enxerto versus doenga hospedeira, doengas auto-imune, por exemplo,
artrite reumatoide, lupo erimatoso sistémico, tiredide de hashimoto, esclero-
se multipla, miastenia grave, diabetes tipo | ou Il e os distdrbios associados
com os mesmos, vasculite, anemia perniciosa, sindrome de Sjoegren, uvei-
te, psoriase, oftalmopatia grave, alopecia areata e outros, doencas alérgicas,
por exemplo asma alérgica, dermatite atépica, rinite/conjuntivite alérgicas,
dermatite alérgica de contato, doencgas inflamatérias com reagdes subjacen-
tes anormais, por exemplo doenga inflamatéria do intestino, doenga de
Crohn ou colite ulcerativa, asma intrinseca, lesdo inflamatéria dos pulmdes,
lesdo inflamatéria do figado, leso inflamatéria glomerular, aterosclerose,

osteoartrite, dermatite de contato irritante e outras dermatites eczematosas,
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dermatite seborréica, manifestagdes cutaneas de disturbios imunologica-
mente mediados, doenga inflamatéria dos olhos, ceratoconjuntivite, miocardi-
te ou hepatite, isquemiallesdo de reperfusio, por exemplo infarto do miocar-
dio, acidente vascular cerebral (AVC), isquemia intestinal, insuficiéncia renal
ou choque hemorréagico ou traumatico, linfomas de células T cell linfomas ou
leucemias de células T, doengas infecciosas, por exemplo choque téxico
(por exemplo, induzido por superantigeno), choque séptico, sindrome de
insuficiéncia respiratéria em adultos ou infecgbes virais, por exemplo AIDS,
hepatite viral, infeccdo bacteriana crénica, ou deméncia senil. Exemplos de
transplantes de célula, tecido ou érgdo sdlido incluem, por exemplo ilhotas
pancreaticas, células tronco, medula 6ssea, tecido corneal, tecido neuronal,
coragdo, pulméo, coragéo-pulmio combinados, rim, figado, intestino, pan-
creas, traquéia ou esdfago. Para os usos acima a dosagem requerida natu-
ralmente variara dependendo do modo de administragdo, da condicdo parti-
cular a ser tratada e do efeito desejado.

Além disso, os compostos de Foérmula la ou Ib sdo Uteis em qui-
mioterapia de cancer, particularmente para quimioterapia de cancer de tumo-
res sélidos, por exemplo, cancer de mama, ou como agente antiangiogénico.

A dosagem requerida naturalmente variara dependendo do modo
de administragdo, da condigéo particular a ser tratada e do efeito desejado.
Em geral, a indicag&o sistémica para obtencdo de resultados satisfatorios é
de doses diarias de cerca de 0,03 a 2,5 mg/kg por peso corporal. Uma dosa-
gem diaria indicada nos mamiferos maiores, por exemplo, seres humanos,
fica na faixa de cerca de 0,5 mg a cerca de 100 mg, convenientemente
administrados, por exemplo, em doses divididas de até quatro vezes ao dia
ou em forma retardada. Formas de dosagem unitéria adequadas para admi-
nistrag&o oral incluem de cerca de 1 a 50 mg de ingrediente ativo.

Os compostos de Férmula la ou Ib podem ser administrados por
qualquer rota convencional, em particular enteraimente, por exemplo, oral-
mente, por exemplo na forma de comprimidos ou capsulas, ou parenteral-
mente, por exemplo na forma de solugdes ou suspensbes injetaveis, topica-

mente, por exemplo na forma de logdes, géis, pomadas ou cremes, ou em
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forma nasal ou de supositério. Composigdes farmacéuticas contendo um
composto de Férmula la ou Ib em forma livre ou em forma de sal farmaceuti-
camente aceitavel em associagdo com pelo menos um portador ou diluente
farmaceuticamente aceitavel podem ser fabricadas de maneira convencional
por mistura com um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

Os compostos de Férmula la ou Ib podem ser administrados em
forma livre ou em forma de sal farmaceuticamente aceitavel, por exemplo,
como indicado acima. Tais sais podem ser preparados de maneira conven-
cional e apresentam a mesma ordem de atividade dos compostos livres.

De acordo com o exposto acima, a presente invencdo prové adi-
cionalmente :

1.1 Um método para evitar ou tratar distdrbios ou doengas medi-
ados por linfocitos, por exemplo como indicado acima, em um individuo com
necessidade de tal tratamento, método esse que compreende administrar ao
referido individuo um montante efetivo de um composto de Férmula la ou Ib
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo:

1.2 Um método para evitar ou tratar rejeigio aguda ou crbnica a
transplante ou doengas inflamatérias ou autoimunes mediadas por células T,
por exemplo, como indicado acima, em um individuo com necessidade de tal
tratamento, método esse que inclui administrar ao referido individuo um
montante efetivo de um composto de Férmula la ou Ib ou um sal farmaceuti-
camente aceitavel do mesmo;

1.3 Um método para inibir ou controlar angiogénese desregula-
da, por exemplo angiogénese mediada por esfingosina-1-fosfato (S1P), em
um individuo com necessidade do mesmo, compreendendo administrar ao
referido individuo um montante terapeuticamente efetivo de um composto de
Formula la ou Ib ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo;

1.4 Um método para evitar ou tratar doengas mediadas por um
processo de neo-angiogénese ou associadas com angiogénese desregulada
em um individuo com necessidade do mesmo, compreendendo administrar
ao referido paciente um montante terapeuticamente efetivo de um composto

de Formula la ou Ib ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo:;
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2. Um composto de Férmula la ou Ib, em formﬁ&%ﬁ?é?ﬁﬁrﬁa
forma de sal farmaceuticamente aceitavel para uso como produto farmacéu-
tico, por exemplo em quaisquer dos métodos indicados nos itens 1.1 a 14
acima.

3. Uma composigdo farmacéutica, por exemplo para uso em
quasiquer dos métodos indicados nos itens 1.1 a 1.4 acima compreendendo
um composto de Férmula la ou Ib em forma livre ou em forma de sal farma-
ceuticamente aceitdvel em associacdo com um diluente ou veiculo farma-
ceuticamente aceitavel.

4. Um composto de Formula la ou Ib ou um sal farmaceutica-
mente aceitavel do mesmo para uso na preparagdo de uma composicdo
farmacéutica para uso em quaisquer métodos descritos nos itens 1.1 a 1.4
acima.

Os compostos de Formula la ou Ib podem ser administrados co-
mo o ingrediente ativo Unico ou em conjunto com, por exemplo, um auxiliar
ou outros farmacos, por exemplo agentes Imunossupressores ou imunomo-
duladores ou outros agentes antiinflamatérios, para o tratamento ou preven-
¢ao de rejeigdo cronica ou aguda de alo- ou xenoenxerto ou disturbios infla-
matérios ou autocimunes, ou um agente quimioterapéutico, por exemplo um
agente anti-proliferagdo de células malignas. Por exemplo os compostos de
Formula la ou Ib podem ser usados em combinagdo com um inibidor de cal-
cineurina, por exemplo, ciclosporina A ou FK 506; um inibidor de mTOR, por
exemplo rapamicina, 40-O-(2-hidréxi)etil-rapamicina, CCI779, ABT578 ou
AP23573; uma ascomicina tendo propriedades imunossupressoras, por e-
xemplo, ABT-281, ASM981, etc.; corticoesterdides; ciclofosfamida; azatio-
preno; metotrexato, leflunomida; mizoribina: acido micofendlico; micofenolato
mofetila; 15-deoxipergualina ou um homélogo, analogo ou derivado imunos-
supressor do mesmo; anticorpos monoclonais imunossupressores, por e-
xemplo, anticorpos monoclonais para receptores de leucécitos, por exemplo,
MHC, CD2, CD 3, CD 4, CD 7, CD 8, CD 25, CD 28, CD 40, CD 45, CD 58,
CD 80, CD 86 ou seus ligantes; outros compostos imunomoduladores, por

exemplo, uma molécula ligante de recombinante tendo pelo menos uma por-
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¢ao do dominio extracelular de CTLA4 ou um mutante do mesmo, por exems-
plo, pelo menos uma porg&o extracelular de CTLA4 ou um mutante da mes-
ma ligada a uma seqiéncia de proteina ndo-CTLA4, por exemplo, CTLA4lg
(por exemplo, designada como ATCC 68629) ou um mutante do mesmo, por
exemplo, LEA 29Y; inibidores de molécula de adeséo, por exemplo, antago-
nistas de LFA-1, antagonistas de antagonistas de ICAM-1 ou -3, antagonis-
tas de VCAM-4 ou antagonistas de VLA-4: ou um agente guimioterapéutico.

Pelo termo "agente quimioterapéutico” entende-se qualquer
agente quimioterapéutico, incluindo mas no limitado a,

I. um inibidor de aromatase,

ii. um antiestrégeno, um antiandrégeno (especialmente no caso
de céncer de prostata) ou um agonista de gonadorelina,

iii. um inibidor de topoisomerase | ou um inibidor de topoisome-
rase I,

iv. um agente ativo em microtabulo, um agente de alquilagdo, um
antimetabdlito antineoplasico ou um composto de platina,

v. um composto alvo-dirigido/redutor de atividade de proteina ou
lipidio quinase ou de proteina ou lipidio fosfatase, um outro composto anti-
angiogénico ou um composto que induz processos de diferenciacéo celular,

vi. um receptor de bradiquinina 1 ou um antagonista de angio-
tensina ll,

vii. um inibidor de ciclooxigenase, um bifosfonato, um inibidor de
histona desacetilase, um inibidor de heparanase (evita degradacgéo de hepa-
ran sulfato), por exemplo PI-88, um modificador de resposta biolégica, prefe-
rivelmente uma linfocina ou interferons, por exemplo interferon 0, um inibidor
de ubiquitinagdo, ou um inibidor que bloqueie caminhos anti-apoptéticos,

viii. um inibidor de isoformas oncogénicas Ras, por exemplo
H-Ras, K-Ras ou N-Ras, ou um inibidor de farnesil transferase, por exemplo,
L-744 832 ou DK8G557,

iX. um inibidor de telomerase, por exemplo, telomestatina,

X. um inibidor de protease inhibitor, um inibidor de matriz metalo-

proteinaase, um inibidor de metionina aminopeptidase, por exemplo, ben-
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gamida ou um derivado da mesma, ou um inibidor de proteossoma, por e-
xemplo PS-341, e/ou

xi. um inibidor de mTOR.

O termo "inibidor de aromatase” neste contexto refere-se a um
composto que inibe a produgdo de estrogénio, isto &, a conversdo dos subs-
tratos androstenodiona e testosterona em estrona e estradiol, respectiva-
mente. O termo inclui, mas n3o se limita a esterdides, especialmente ata-
mestano, exemestano e formestano e, em particular, nao-esterdides, espe-
cialmente aminoglutetimida, rogletimida, piridoglutetimida, trilostano, testo-
lactona, cetoconazol, vorozol, fadrozol, anastrozol e letrozol. Uma combina-
¢éo da invengdo contendo um agente quimioterapéutico que € um inibidor de
aromatase € particularmente util para o tratamento de tumores positivos re-
ceptores de hormédnio, por exemplo tumores de mama.

O termo "antiestrogénio” neste contexto refere-se a um compos-
to que antagoniza o efeito de estrogénios no nivel de receptor de estrogénio.
O termo inclui, mas ndo ¢ limitado a tamoxifeno, fulvestrant, raloxifeno e clo-
ridrato de raloxifeno. Uma combinacdo da invengdo contendo um agente
quimioterapéutico antiestrogénio & particularmente Gtil para o tratamento de
tumores positivos receptores de estrogénio, por exemplo, tumores de mama.

O termo "antiandrogeno”, neste contexto, refere-se a qualquer
substancia capaz de inibir os efeitos biolégicos de hormdnios androgénicos e
inclui, mas ndo ¢ limitado a, bicalutamida.

O termo "agonista de gonadorelina” neste contexto inclui, mas
ndo ¢ limitado a, abarelix, goserelina e goserelina acetato.

O termo de “inibidor de topoisomerase I" neste contexto inclui,
mas ndo ¢ limitado a topotecan, irinotecan, 9-nitrocamptotecina e o conjuga-
do macromolecular de camptotecina PNU-166148 (composto A1 em
WQ099/17804).

O termo "inibidor de topoisomerase Il * neste contexto inclui, mas
ndo ¢ limitado a antraciclinas como doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubici-
na, idarrubicina e nemorrubicina, as antraquinonas mitoxantrona e losoxan-

trona, e as podofilotoxinas etoposida e teniposida.
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O termo "agente ativo em microtbulo” refere-se a agentes esta-
bilizantes de microtubulo agentes desestabilizantes de microtubulo, incluindo
mas ndo limitados a taxanos, por exemplo paclitaxel e docetaxel, alcaldides
da vinca, por exemplo, vinblastina, especialmente vinblastina sulfato, vincris-
tina especialmente vincristina sulfato, e vinorelbina, discodermolides e epoti-
lonas e derivados das mesmas, por exemplo epotilona B ou um derivado da
mesma.

O termo "agente alquilante” usado neste contexto inclui, mas nao
se limita a busulfano, clorambucila, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan ou
nitrosouréia (BCNU ou Gliadel®),

O termo "antimetabélito antineoplasico” inclui, mas n3o se limita
a S-fluorouracila, capecitabina, gemcitabina, citarabina, fludarabina, tiogua-
nina, metotrexato e edatrexato.

O termo "composto de piatina”, neste contexto, inclui, mas no
se limita a carboplatina, cis-platina e oxaliplatina.

O termo "compostos alvo-dirigidos/redutores de atividade de uma
proteina ou lipidio quinase ou outros compostos antiangiogénicos" neste
contexto inclui, mas ndo se limita a inibidores de proteina tirosina quinase
e/ou serina efou treonina quinase ou inibidores de lipidio quinase, por exem-
plo compostos alvo-dirigidos, redutores ou inibidores da atividade de recep-
tores tirosina quinase da familia do fator de crescimento epidérmico (EGFR,
ErbB2, ErbB3, ErbB4 como homo- ou heterodimeros), de receptores tirosina
quinase da familia do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), dos
receptores do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), dos re-
ceptores do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR), do receptor 1 do
fator de crescimento insulinico (IGF-1 R), da familia de receptores tirosina
quinase de Trk, da familia de receptores tirosina quinase Axl, do receptor
tirosina quinase RET, do receptor tirosina quinase Kit/SCFR, membros da
familia ¢c-Abl e de seus produtos de gene-fusdo por exemplo BCR-AbI),
membros da familia de proteina quinase C (PKC) e Raf de serinaltreonina
quinases, membros da familia MEK, SRC, JAK, FAK, PDK ou PI(3) quinase,

ou da familia de quinases relacionadas 2 Pl(3)-quinase, e/ou membros da
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familia de quinases dependentes de ciclina (CDK) e compostos antiangiogé-
nicos tendo outro mecanismo para sua atividade, por exemplo, ndo relacio-
nado a inibi¢o de proteina ou lipidio quinase.

Compostos que tém como alvo, decrescem ou inibem a atividade
de VEGFR sdo especialmente compostos, proteinas ou anticorpos que ini-
bem a tirosina quinase do receptor VEGF, inibem um receptorVEGF ou se
ligam a VEGF, e sdo em particular os compostos, proteinas ou anticorpos
monoclonais genérica e especificamente divuigados no WO 98/35958, por
exempilo, 1-(4—cloroanilino)~4-(4-piridi|metil)ftalazina ou um sal farmaceutica-
mente aceitavel dos mesmos, por exemplo o succinato, no WO 00/27820,
por exemplo um derivado amida de &cido N-aril(tio) antranilico, por exemplo,
2—[(4-piridil)metil]amino-N-[3-met()xi-5-(triﬂuorometil)fenil]benzamida ou 2-[(1-
()xido-4-piridil)metil]amino-N-[3~triﬂuorometilfenila]benzamida, ou no WO
00/09495, WO 00/59509, WO 98/11223, WO 00/27819 e EP 0 769 947; os
descritos por M. Prewett et al in Cancer Research 99 (1999) 5209-5218, por
F. Yuan et al in Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 93, pp. 14765-14770, Dez.
1996, por Z. Zhu et al in Cancer Res. 58, 1998, 3209-3214, e por J. Mordenti
et al in Toxicologic Pathology (Patologia toxicoldgica), Vol. 27, no. 1, pp 14-
21, 1999; in WO 00/37502 e WO 94/1 0202; Angiostatin®, descrita por M. S.
O'Reilly et al, Cell 79, 1994, 31 5-328; Endostatin®, descrita por M. S. O'Reilly
et al, Cell 88, 1997, 277-285; amidas de acido antranilico; ZD4190; ZD6474;
SU5416; SU6668; ou antianticorpos de VEGF ou antianticorpos de receptor
deVEGF, por exemplo, RhuMab.

Por anticorpos entende-se anticorpos monoclonais intatos, anti-
corpos policlonais, anticorpos multiespecificos formados por pelo menos 2
anticorpos intatos, e fragmentos de anticorpos, desde que exibam a ativida-
de bioldgica desejada.

Compostos alvo-dirigidos, que reduzem ou inibem a atividade da
familia de receptores de fator de crescimento epidérmico sdo especialmente
compostos, proteinas ou anticorpos que inibem membros da familia tirosina
quinase de receptores de EGF, por exemplo receptor EGF, ErbB2, ErbB3 e
ErbB4 ou se ligam a EGF ou ligantes relacionados a EGF, ou que possuem
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um efeito inibidor dual na quinase do receptor de ErbB e VEGF e s3o, em
particular, aqueles compostos, proteinas ou anticorpos monoclonais generi-
ca e especificamente divulgados no WO 97/02266, por exemplo o composto
do exemplo 39, ou nos EP 0 564 409, WO 98/03854, EP 0520722,
EP 0 566 226, EP 0 787 722, EP 0 837 063, US 5 747 498, WO 98/10767,
WO 97/30034, WO 97/49688, WO 97/38983 e, especialmente, WO 96/30347
(por exemplo, composto conhecido como CP 358774), WO 96/33980 (por
exemplo, composto ZD 1839) e WO 95/03283 (por exemplo, composto
ZM105180) ou PCT/EP02/08780; por exemplo, trastuzumab (Herpetin®), ce-
tuximab, Iressa, OSI-774, CI-1033, EKB-569, GW-2016, E1.1, E2.4, E2.5,
E6.2, E6.4, E2.11, E6.3 ou E7.6.3.

Compostos que tém como alvo, reduzem ou inibem a atividade
de PDGFR séo especialmente compostos que inibem o receptor de PDGF,
por exemplo, um derivado de N-fenil-2-pirimidina-amina, por exemplo imati-
nib.

Compostos que tém como alvo, reduzem ou inibem a atividade
de membros da familia c-Abl e seus produtos de gene-fusio sdo, por exem-
plo um derivado de N-fenil-2-pirimidina-amina, por exemplo imatinib;
PD180970; AG957; ou NSC 680410.

Compostos que tém como alvo, reduzem ou inibem a atividade
de membros da familia de proteina quinase C, Raf, MEK, SRC, JAK, FAK e
PDK, ou membros da familia PI(3) quinase ou relacionados a familia de PI(3)
quinase, efou membros da familia de quinases dependentes de ciclina
(CDK) sdo especialmente aqueles derivados de estaurosporina divulgados
na EP 0 296 110, por exemplo, midostaurina: exemplos de outros compostos
incluem, por exemplo UCN-01, safingol, BAY 43-9006, Briostatina 1,
Perifosina; limofosina; RO 318220 e RO 320432; GO 6976; Isis 3521; ou
LY333531/LY379196.

Outros compostos antiangiogénicos séo, por exemplo, talidomida
(THALOMID) e TNP-470.

Compostos que tém como alvo, reduzem ou inibem a atividade

de uma proteina ou lipidio fosfatase s&o, por exemplo, inibidores de fosfata-



10

15

20

25

30

18 MAI 2007

22

se 1, fosfatase 2A, PTEN ou CDC25, por exemplo acido ocaddico ou um
derivado do mesmo.

Compostos que induzem processos de diferenciacaio de células
séo, por exemplo, acido retindico, o-, Y;ou S-tocoferol ou a-, Y;ou o-
tocotrienol.

O termo "inibidor de ciclooxigenase" neste contexto inclui, mas
nao ¢& limitado a, por exemplo, celecoxib (Celebrex®), rofecoxib (Vioxx®), eto-
ricoxib, valdecoxib ou um acido 5-alquil-2-arilaminofenilacético, por exemplo,
acido 5-metil-2-(2'-cloro-6'-fluoroanilino)fenit acético.

O termo "inibidor de histona desacetilase”, neste contexto, inclui,
mas ndo ¢ limitado a MS-27-275, SAHA, piroxamida, FR-901228 ou &acido
valpréico.

O termo "bisfosfonatos”, neste contexto, inclui, mas ndo se limita
a, acido etridbnico, clodrénico, tiludrénico, pamidrdnico, alendrénico, iban-
drénico, risedrénico e zoledrdnico.

O termo "inibidor de matriz metaloproteinase” neste contexto in-
clui, mas néo se limita a inibidores de colageno peptidomiméticos e néo-
peptidomiméticos, derivados de tetraciclina, por exemplo inibidor peptidomi-
metico hidroxamato batimastat e seu analogo oralmente biodisponivel mari-
mastat, prinomastat, BMS-279251, BAY 12-9566, TAA211 ou AAJS9S.

O termo "inibidor de mTOR", neste contexto, inclui, mas ndo se
limita a rapamicina (sirolimus) ou um derivado da mesma, por exemplo 32-
deoxorrapamicina, 16-pent-2-inil6xi-32-deoxorrapamicina, 16-pent-2-iniloxi-
32(S)-diidro-rapamicina, 16-pent-2-iniléxi-32(S ))-diidro-40-O-(2-hid roxietil)-
rapamicina e, mais preferivelmente, 40-0-(2-hidroxietil)-rapamicina. Qutros
exemplos de derivados de rapamicina incluem, por exemplo CCI779 ou 40-
[3-hidr()xi-2-(hidroximetil)-2-metilpropanoato]-rapamicina ou um sal farma-
ceuticamente aceitavel dos mesmos, como divulgado em USP 5 362 718,
ABT578 ou 40-(tetrazolil)-rapamicina, particularimente  40-epi-(tetrazolil)-
rapamicina, por exemplo como divulgado no WO 99/15530, ou rapalogs di-
vulgados, por exemplo, nos WO 98/02441 e WO001/14387, por exemplo
AP23573.
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Quando os compostos de Formula la ou Ib sdo administrados em
conjunto com outras terapias imunossuppressoras/imunomodulatérias, anti-
inflamatorias ou quimioterapéuticas, dosagens do composto imunossuppres-
sor, imunomodulatério, antiinflamatorio ou quimioterapéutico co-administrado
variara naturalmente dependendo do tipo de co-farmaco empregado, por
exemplo se é um esterdide ou um inibidor de calcineuring, do farmaco espe-
cifico empregado, da condigio sendo tratada, etc.

De acordo com o exposto acima, a presente invencdo prové em
ainda outro aspecto:

5. Um método como definido acima compreendendo a co-
administragdo, por exemplo, concomitantemente ou em sequéncia, de um
montante n&o toxico, terapeuticamente eficaz de um composto de Férmula
la ou Ib e pelo menos um segundo farmaco, por exemplo, um farmaco imu-
nosupressor, imunomodulatério, antiinflamatério ou quimioterapéutico, como
indicado acima.

6. Uma combinagdo farmacéutica, por exemplo um kit, contendo
a) um primeiro agente que é um composto de Férmula la ou Ib como divul-
gado aqui, em forma livre ou em forma de sal farmaceuticamente aceitavel, e
b) pelo menos um co-agente, por exemplo um farmaco ImMuUNosSUpressor,
imunomodulatério, antiinflamatério ou quimioterapéutico, como indicado aci-
ma. O kit pode conter instru¢des para sua administracéo

Os termos "co-administragdo” ou "administracdo combinada” ou
similar, utilizados neste contexto abrangem administracdo dos agentes tera-
péuticos selecionados a um Unico paciente, e pretendem incluir regimes de
tratamento em que os agentes nfo sdo necessariamente administrados pela
mesma rota de administragdo ou ao mesmo tempo.

O termo "combinagio farmacéutica” neste contexto significa um
produto que resulta da mistura ou combinagdo de mais de um ingrediente
ativo e inclui tanto combinagdes fixas como nio fixas dos ingredientes ati-
vos. O termo "combinagio fixa" significa que os ingredientes ativos, por e-
xemplo um composto de Férmula la ou Ib e um co-agente, sdo ambos admi-

nistrados a um paciente simultaneamente na forma de uma entidade ou do-
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sagem Unica. O termo "combinagdo ndo-fixa" significa que os ingredientes
ativos, por exemplo um composto de Férmula la ou Ib e um co-agente, sdo
ambos administrados a um paciente como entidades separadas, simultanea,
concorrente ou seqliencialmente, sem limites especificos de tempo, em que
tal administragdo prové niveis terapeuticamente eficazes dos dois compos-
tos no corpo do paciente. O Gltimo também se aplica a terapias tipo coquetel,
por exemplo, & administragdo de 3 ou mais ingredientes ativos.

Métodos para Preparacio dos Compostos da Invencio

A presente invengdo também inclui processos para preparacgao
de compostos imunomoduladores da invengdo. Nas reagdes descritas, pode
ser necessario proteger grupos funcionais reativos, por exemplo, grupos hi-
droxi, amino, imino, tio ou carbéxi, quando estes sdo desejédos no produto
final, para evitar sua participag&o nfo desejada nas reagdes. Grupos proteto-
res convencionais podem ser usados de acordo com a pratica padrio, por
exemplo ver T.W. Greene e P. G. M. Wuts em "Protective Groups in Organic
Chemistry”, John Wiley and Sons, 1991.

Compostos de Férmula la, em que A é RsOC(O)- e R3 e R4 sdo

hidrogénio, podem ser preparados por realizagdo do seguinte esquema de

reacéo.
Rso\n/z
0]
3) O
o >y No__W._ 1)EbN,MeOH )]\ PN
z » RO° Z Y. No W
o R 7 0T R
R, 2) NaBH, 1

Ry
2 (Ia)

emque W, Y, Z, Ry, Ry, e Rs sd0 como definidos para Formula la
acima. Compostos de Férmula | podem ser preparados por reagdo de um
composto de formula 2 com um composto de férmula 3 na presenga de um
solvente adequado (por exemplo, metanol, e similares), uma base adequada
(por exemplo, trietilamina, e similares) e um agente redutor adequado (por
exemplo, boroidreto de sodio). A reagdo prossegue em uma temperatura de
cerca de 0 a cerca de 60°C e pode levar até cerca de 48 horas para comple-
tar.
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Compostos de Férmula Ib, em que A é RsOC(O)- e R; e R4 sdo
hidrogénio, podem ser preparados por realizagdo do seguinte esquema de

reagdo:
Rso\n,z
0 Re R
RZ (3) R
2 1) Et;N, MeOH A 2
o Y\W'QN’)\R )EY - >z Y\W'O\N/)\R
;

2) NaBH,
@ (Ib)

emque W, Y, Z, Ry, Ry, e Rs sdo como definidos para a Férmula

Ib acima. Compostos de Férmula | podem ser preparados por reag&o de um

composto de formula 4 com um composto de férmula 3 na presenga de um

solvente adequado (por exemplo, metanol, e similares), uma base adequada

(por exemplo, trietilamina, e similares) e um agente redutor adequado (por

exemplo, boroidreto de sédio). A reagdo prossegue em uma temperatura de

cerca de 0 a cerca de 60°C e pode levar até cerca de 48 horas para se com-
pletar.

Processos Adicionais para Preparacio de Compostos da Invencio:

Um composto da invenc¢o pode ser preparado como um sal de
adigao de acido farmaceuticamente aceitave! por reagdo da forma de base
livre do composto com um &cido inorganico ou orgénico farmaceuticamente
aceitavel. Alternativamente, um sal de adi¢do de base farmaceuticamente
aceitavel de um composto da invengdo pode ser preparado por reagdo da
forma de acido livre do composto com uma base inorganica ou organica far-
maceuticamente aceitavel. Alternativamente, as formas de sal dos compos-
tos da invengdo podem ser preparadas usando sais dos materiais de partida
ou de intermediarios.

As formas de acido livre ou de base livre dos compostos da in-
vengao podem ser preparadas a partir das formas de sal de adicdo de base
ou de sal de adigdo de acido correspondentes. Por exemplo, um composto
da invengdo na forma de sal de adigdo acido pode, ser conveetido na base
livre correspondente tratando-o com uma base adequada (por exemplo, so-

lugéo de hidroxido de amdnio, hidréxido de sodio, e similares). Um composto
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da inveng&o em forma de sal de adigdo de base pode ser convertido no aci-
do livre correspondente por tratamento com um acido adequado (por exem-
plo, acido cloridrico, etc.).

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

Derivados pro-farmaco dos compostos da invengdo podem ser
preparados por métodos conhecidos pelos especialistas na técnica (por
exemplo, para maiores detalhes ver Saulnier et al., (1994), Bioorganic and
Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, p. 1985). Por exemplo, pré-farmacos
apropriados podem ser preparados por reagdo de um composto da invengao
ndo-derivatizado com um agente de carbamilagdo adequado (por exemplo,
1,1-aciloxialquilcarbamocloridrato, carbonato de para-nitrofenila, ou simila-
res).

Derivados protegidos dos compostos da invengdo podem ser
preparados por meios conhecidos por aqueles com habilidade na técnica.
Uma descrigio detalhada de técnicas aplicaveis a criagdo de grupos proteto-
res e sua remogao podem ser encontrados em T W. Greene, "Grupos Prote-
tores em Quimica Organica", 3? edig&o, John Wiley and Sons, Inc., 1999.

Compostos da presente invengdo podem ser convenientemente
preparados, ou formados durante o processo da invengdo, como solvatos
(por exemplo, hidratos). Hidratos dos compostos da presente invengdo po-
dem ser convenientemente preparados por recristalizagdo de uma mistura
de solvente aquoso/organico, usando solventes orgdnicos como dioxina, te-
traidrofurano ou metanol.

Compostos da invengio podem ser preparados como seus este-
reoisdmeros individuais por reagdo de uma mistura racémica do composto
com um agente de resolugdo oticamente ativo para formar um par de com-

postos diastereoisoméricos, separacédo dos diasteredmeros e recuperagao
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dos enantibmeros oticamente Gros. Embora resolugdo de enantidmeros pos-
sa ser realizada usando derivados diasteroméricos covalentes dos compos-
tos da invengdo, complexos dissocidvies sio preferidos (por exemplo, sais
diastereoméricos cristalinos). Diasteredmeros possuem propriedades fisicas
distintas (por exemplo, pontos de fusdo, pontos de ebulicdo, solubilidades,
reatividades, etc.) e podem ser prontamente separados tirando vantagem de
tais dissimilaridades. Os diasteredmeros podem ser separados por cromato-
grafia, ou preferivelmente, por técnicas de separagao/resolugdo com base
em diferencas de solubilidade. O enantidémero oticamente puro é, ent3o, re-
cuperado, junto com o agente de resolugdo, por quaisquer meios praticos
que n3o resultem em racemizagdo. Uma descricdo mais detathada das téc-
nicas aplicaveis a resolugéo de estereoisbmeros dos compostos partindo de
sua mistura racémica pode ser encontrada em Jean Jacques, Andre Collet,
Samuel H. Wilen, "Enantiomers, Racemates and Resolugdos" (Enantidme-
ros, Racematos e Resolugdes), John Wiley and Sons, Inc., 1981.

Em resumo, os compostos de Férmula Ia ou Ib podem ser prepa-
rados por um processo, que envolve:

(a) reagir um composto de féormula 2 ou 4 com um composto de
formula 3; e

(b) opcionalmente converter um composto da invengdo em um
sal farmaceuticamente aceitavel:

(c) opcionalmente converer uma forma salina de um composto
da inveng&o em uma forma nao salina;

(d) opcionalmente converter uma forma n3o oxidada de um com-
posto da invengdo em um N-6xido farmaceuticamente aceitavel,

(e) opcionalmente converter uma forma N-6xido de um composto
da invengdo em sua forma nio oxidada;

(f) opcionalmente resolver um isémero individual de um compos-
to da invencéo a partir de uma mistura de isdmeros;

(@) opcionalmente converter um composto ndo derivatizado da
invengdo em um derivado pré-farmaco farmaceuticamente aceitavel; e

(h) opcionalmente converter um derivado pré-farmaco de um
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composto da inveng&o na sua forma n&o derivatizada.

A medida que a produg&o dos materiais de partida nio & particu-
larmente descrita 0s compostos sdo conhecidos ou podem ser preparados
analogamente a métodos conhecidos na técnica ou divulgados nos Exem-
plos a seguir.

Um especialista na técnica apreciars que as transformacgdes a-
cima s&o somente representativas de métodos para preparagdo dos com-
postos da presente invengio, e que outros métodos bem conhecidos podem
ser similarmente usados.

Exemplos

Os seguintes exemplos proporcionam descrigbes detalhadas da
preparagao de compostos representativos e sdo oferecidos para ilustrar sem
limitar a presente invenc3o.

Exemplo 1
Acido 3-{4-[1( 2—TriﬂuorometiI-bifenil-4-ilmetoxiimino)-etill-benzilamino}-

O

HOJv\ﬂ
Nog ! CF3

A uma solugéo de 1-(4-hidroximetil-fenil)-etanona (1 eq) em me-
tanol é acrescentado O-(4-cloro-3-trifluorometil-benzil)-hidroxilamina (1 eq)
seguido pela adigdo de acido acético (0,05 €q). A mistura é agitada em tem-
peratura ambiente por 5 horas. Apés concentragdo, o residuo é purificado
por cromatografia de coluna (30% EtOAc em hexano) para fornecer O-(4-
cloro-3-trifluorometil-benzil)-oxima de 1-(4-hidroximetil-fenil}-etanona como
um dleo [MS: (ES') 358,1 (M+1)"].

Uma mistura de O-(4-cloro-3-trifluorometil-benzil)-oxima de 1-(4-
hidroximetil-fenil)-etanona (1 eq), acido fenil borénico (1,5 eq), Pd(OAc),
(0,03 eq), ligante fosfina (0,06 eq) e KF (3 eq) em TF anidro é aquecida a
100°C em microondas por 30 minutos. A mistura resultante € diluida com
EtOAc e lavada com salmoura. A camada orgénica é seca com Na,SO,.
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ApGs concentragdo, o residuo ¢ purificado por cromatografia de coluna (30%
EtOAc em hexano) para fornecer O~(2-trifluorometil-bifenil-4-ilmetil)-oxima de
1-(4-hidroximetil-fenil)-etanona como um sélido branco [MS: (ES™) 400,1
(M+1)].

A uma suspensdo de MnQ, (10 eq) em dioxano é acrescentado
O-(2-trifluorometil-bifenil-4-ilmetil)-oxima de 1-(4-hidroximetil-fenil)-etanona
(1 eq). A mistura resultante ¢ refluxada por 10 minutos. Apds filtragéo e con-
centragao, o residuo é dissolvido em MeOH e tratado com B-alanina (2 eq) e
EtsN (1,5 eq). A mistura resultante é aquecida a 50°C por 30 minutos. Apds
resfriar a temperatura ambiente, NaBH, (3 eq) € acrescentado em por¢des.
Purificagdo por LCMS preparatéria resulta em acido 3-{4-[1-(2-trifluorometil-
bifeniI-4-iImetoxiimino)—etil]-benzilamino}-propiénico; 'H RMN (400 MHz,
CD30D) 6 2,28 (s, 3H), 2,75 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,26 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 4,22
(s, 2H), 5,30 (s, 2H), 7,26-7,77 (m, 12H), MS: (ES™). 471,1 (M+1)".

Exemplo 2
Acido 3-{4-[1-(4-Cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino )-etil}-2-etil-

benzilamino}-propidnico
e)

Ho)k/\g
N CFs

Uma mistura de 4-amino-3-etil-benzonitrila (5 mmol) e agua (10
mL) ¢ adicionada em um frasco equipado com um agitador magnético e um
termdmetro. Acido cloridrico concentrado (1,2 mL) é adicionado vagarosa-
mente. Ap6s a maior parte do sélido ser dissolvido, gelo (20 g) é acrescen-
tado e a temperatura é mantida em 0°C usando um banho de sal gelado.
A mistura agitada ¢ adicionada, em gotas, uma solugdo de nitrito de sédio (5
mmoles) em agua (2,5 mLA mistura é agitada a 0°C por 30 minutos. Uma
solugdo de acetato de sédio hidratado em adua & acrescentada para ajustar
o pH para neutro.

Em um frasco separado, é preparada uma mistura de cloridrato
de trimero de formaldoxima (7,5 mmoles), sulfato cuprico hidratado (0,52
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mmol), sulfito de sodio (0,15 mmol) e solugdo de acetato de sédio (20 mmo-
les), que é resfriada a 0°C.

A mistura do sal de diazdnio é vagarosamente adicionada & mis-
tura acima. Apés adigdo, a mistura ¢ agitada a 0°C por 1,5 hora, tratada com
acido cloridrico concentrado (4,4 mL) e aquecida em refluxo de um dia para
o outro.

A mistura & resfriada & temperatura ambiente e extraida com a-
cetato de etila. As camadas combinadas de acetato de etila sdo lavadas com
uma solugdo aquosa saturada de NaHCO3, salmoura, seca com MgSOQyq, e
concentrada para fornecer um 6leo escuro. 3-Etil-4-formil-benzonitrila & iso-
lada por cromatografia de coluna (gradiente de EtOAc/Hexano).

A uma soluggo de 3-etil-4-formil-benzonitrila (1,7 mmol) em eta-
nol (10 mL) a 0°C é acrescentado NaBH, (1,7 mmol). A mistura & agitada a
0°C por 0,5 hora, sendo acrescentado &cido citrico a 5% (5 mL) e o solvente
removido em pressdo reduzida. A mistura é dissolvida em EtOAc (50 mL),
lavada com solugdo aquosa saturada de NaHCOs, e salmoura. A camada
organica separada ¢ seca com MgSO,, filttrada e concentrada. 3-Etil-4-
hidroximetil-benzonitrila & purificada por cromatografia de coluna.

A uma solugdo de 3-etil-4-hidroximetil-benzonitrila (1,21 mmol)
em TF anidro sob N; é acrescentado brometo de metil magnésio (3,63 mmo-
les, 3,0 M em dietil éter). A mistura é aquecida em refluxo de um dia para o
outro. A mistura ¢ resfriada, sendo acrescentado HCI concentrado (10mL) e
a mistura extraida com EtOAc. As camadas combinadas de EtOAc sao lava-
das com solugdo aquosa saturada de NaHCO; e salmoura. A camada orga-
nica € separada, seca com MgSQ,, filtrada e concentrada. O produto bruto
1-(3-etil-4-hidroximetil-fenil)}-etanona é transferido para a etapa seguinte sem
purificagdo adicional.

A uma solugéo de 1-(3-etil-4-hidroximetil-fenil)-etanona (1 eq) em
metanol é adicionado O-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benzil)-hidroxilamina (1
eq) seguido de Acido acético (0,05 eq). A mistura é agitada em temperatura
ambiente por 12 horas. Apés concentragéo, o residuo é purificado por cro-
matografia de coluna (30% EtOAc em hexano) para fornecer O-(4-cicloexil-3-
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trifluorometil-benzil)-oxima de 1-(3-etil-4-hidroximetil-fenil)-etanona como um
dleo [MS: (ES*) 434,2 (M+1)"].

A uma suspensdo de MnO; (10 eq) em dioxano & adicionado O-
(4-cicloexil-3-trifluorometil-benzil)}-oxima  de 1-(3-etil-4-hidroximetil-fenit)-
etanona (1 eq). A mistura resuitante é refluxada por 10 minutos. Apds filtra-
¢do e concentragdo, o residuo é dissolvido em MeOH e tratado com B-
alanina (2 eq) e Et3N (1,5 eq). A mistura resultante é aquecida a 50°C por 30
minutos. Ap6s resfriar & temperatura ambiente, NaBH, (3 eq) é adicionado
em porgdes. Purificagdo por LCMS preparatdria resulta em acido 3-{4-[1-(4-
cicloexiI-3-triﬂuorometiI-benzioniimino)-etii]-2-etiI-benzilamino}-propiénico; H
RMN (400 MHz, CD30D) § 1,25 (t, 3H), 1,45 (m, 5H), 1,85 (m, 5H), 2,28 (s,
3H), 2,79 (m, 4H), 2,85 (m, 1H), 3,36 (t, 2H), 4,31 (s, 2H), 5,26 (s, 2H) 7,42-
7,68 (m, 6H), MS: (ES"): 505,3 (M+1)".

Exemplo 3
Acido 1-{4-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino )-etill-2-etil-benzifl-

azetidina-3-carboxilico
N
HO
/N\ o CF5
O

A uma suspensdo de MnO, (10 eq) em dioxano é acrescentado

O-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benzil)-oxima de 1-(3-etil-4-hidroximetil-fenil)-
etanona (1 eq). A mistura resultante é refluxada por 10 minutos. Apos filtra-
¢ao e concentragéo, o residuo & dissolvido in MeOH e tratado com acido
azetidina-3-carboxilico (2 eq) e Et3N (1,5 eq). A mistura resultante é aqueci-
da a 50°C por 30 minutos. Apés resfriamento a temperatura ambiente, Na-
BH3CN (3 eq) é acrescentado em porgbes. Purificagdo por LCMS preparats-
ria resulta em 4cido 1-{4-{1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino)-etil]-2-
etil-benzil}-azetidina-3-carboxilico; '"H RMN (400 MHz, CD3;0D) & 1,24 (t, 3H),
1,30-1,60 (m, 5H), 1,74-1,92 (m, 5H), 2,28 (s, 3H), 2,79 (g, 2H), 2,92 (m, 1H),
3,68 (m, 1H), 4,32 (m, 4H), 4,51 (s, 2H) 5,22 (s, 2H), 7,38 (d, 1H), 7,50-7,68
(m, 5H), MS: (ES™): 517,3 (M+1)".
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Exemplo 4
3-({2-Cloro-6-[1 -(4-cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino )-etill-piridin-3-

ilmetil}-amino)-propidénico

A uma solugdo de 1-(6-cloro-5-metil-piridin-2-il)-etanona (1 eq)
em CCly & acrescentado NBS (1 eq) e BPO (0,1 eq). A mistura é refluxada
por 12 horas. Apds concentragio, 1-(5-bromometil-6-cloro-piridin-2-il)-
etanona ¢ isolada por cromatografia de coluna instantanea. MS: (ES*): 247,9
(M+1)*,

A uma solugdo de cloridrato de éster terc-butila de acido 3-
amino-propidnico (1,5 eq) em DMF é adicionado NaH (3,5 eq). A mistura re-
sultante € agitada em temperatura ambiente por 15 minutos e uma solugéo
de 1-(5-bromometil-6-cloro-piridin-2-il)-etanona (1 eq) em DMF ¢, ento, a-
crescentada. Apos agitagdo por 3 horas, esta é particionada com 20% EtO-
Ac/hexano e H,0O. A camada orgénica é lavada com salmoura e seca. Apbs
concentragdo, éster de terc-butila de Aacido 3-[(6-acetil-2-cloro-piridin-3-
ilmetil)-amino]-propidnico ¢é isolado por cromatografia de coluna instantanea.
MS: (ES*): 313,1 (M+1)".

A uma solugdo de éster de terc-butila de acido 3-[(6-acetil-2-
cloro-piridin-3-ilmetil)-amino]-propiénico (1 eq) em metanol é adicionado
O-(4-cloro-3-trifluorometil-benzil)-hidroxilamina (1 eq) seguido por adigdo de
acido acético (0,05 eq). A mistura é agitada em temperatura ambiente por 5
horas. Apés concentragéo, o residuo é purificado por cromatografia de colu-
na para fornecer éster de terc-butila de acido 3-({2-cloro-6-[1-(4-cicloexil-3-
triﬂuorometil-benziloxiimino)-etiI]-piridin-3—ilmeti!}-amino)—propiénico. MS:
(ES®) 568,3 (M+1)*. O grupo terc-butila € subsequientemente removido por
tratamento com TFA/DCM (1/1) em temperatura ambiente. O composto final
acido 3-({2-cloro-6-[1-(4-cicloexiI-3-triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]-piridin-3-
iimetil}-amino)-propidnico & purificado por LCMS preparatéria. 'H RMN (400
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MHz, CD;OD) § 1,28-1,60 (m, 5H), 1,71-1,92 (m, 5H), 2,30 (s, 3H), 2,79 (t,
2H), 2,90 (m, 1H), 3,38 (t, 2H), 4,42 (s, 2H), 5,29 (s, 2H), 7,38 (d, 1H), 7,50-
7,68 (m, 3H), 7,94 (s, 2H), MS: (ES*): 512,2 (M+1)".

Exemplo 5

Acido__3-({6-[1-(4-Cicloexil-3-trifluorometil-benziloxiimino )-etill-2-etil-piridin-3-

ilimetil}-amino)-propidnico

Uma mistura de éster terc-butila de acido 3-[(6-acetil-2-cloro-
piridin-3-ilmetil)-amino)-propiénico (1 eq), tributil-vinilestanho (1,2 eq),
Pd(PPhs), (0,05 eq), e LiCl (3 eq) em dioxano € aquecida a 100°C por 12
horas. A mistura de reagéo é diluida com EtOAc e agitada junto com KF a-
quoso por 10 minutos. E, entdo filtrada através de celite e a camada orgéni-
ca € lacada com salmoura. Apds concentragao, o residuo é purificado por
cromatografia instantdnea de coluna para fornecer éster de terc-butila de
acido 3-[(6-cetiI-2-vinil-piridin-3—ilmetil)-amino]-propiénico. MS: (ES*): 305,2
(M+1)".

O composto acima ¢ dissolvido em EtOH e hidrogenado na pre-
senga de Pd 10% -C. Apds filtracdo e concentragéo, o produto bruto éster de
terc-butila de acido 3~[(6-acetil-2-etil-piridin-3-ilmetil)—amino]-propiénico é u-
sado diretamente na etapa seguinte sem purificagdo adicional.

A uma solugdo de éster terc-butila de acido 3-[(6-acetil-2-etil-
piridin-3-ilmetil)-amino]-propiénico (1 eq) em metanol é adicionado O-(4-
cloro-3-trifluorometil-benzil)-hidroxilamina (1 eq) seguido por acido acético
(0,05 eq). A mistura ¢ agitada em temperatura ambiente por 5 horas. Apds
concentragdo, o residuo é purificado por cromatografia de coluna para forne-
cer éster de terc-butila de acido 3-({6-[1-(4-cicloexil-3-trifluorometil-
benziloxiimino)-etil]-z-etil-piridin~3-ilmetil}-amino)-prOpiﬁnico. MS: (ES) 562,3
(M+1)". O grupo terc-butila & subsequentemente removido por tratamento
com TFA/DCM (1/1) em temperatura ambiente. O composto final acido 3-({6-
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1 ~(4-cicloexil-3—triﬂuorometil-benziloxiimino)—etil}-2—etil-piridin~3-ilmetil}-

amino)-propidnico & purificado por LCMS preparatéria. '"H RMN (400 MHz,
CDs0D) 8 1,30-1,62 (m, 8H), 1,72-1,91 (m, 5H), 2,36 (s, 3H), 2,78 (t, 2H),
2,94 (m, 3H), 3,37 (t, 2H), 4,42 (s, 2H), 5,29 (s, 2H), 7,51-7,80 (m, 5H), MS:
(ES™): 506,3 (M+1)*.

Por repeticdo do procedimento descrito nos exemplos acima,

usando materiais de partida apropriados, os seguintes compostos de Férmu-

la 1a ou Ib podem ser sintetizados (Tabela 1).

TABELA 1
Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
O\N/
6 H\/Yo 403,2
OH
7 O\N*O\/H o 417,2
N\/\/U\OH
OH
(O
9 O‘N)\Q\/N 5 4432
O
OH
10 &N/)\@\/H—}— 389,2
(]
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
OH
FaC Q
12 O\N/)\anﬂo 4712
13 J\@ 3932
14 L@y f\< 4712
CF3
MeO
17 O o, /J\O\/ 403,2
H
OH
]
S
18 O y 409,2
N\/\(O
OH
/ I CF3
S
19 O y 4772
OH
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
O
OH
F4CO.
N\/YO
OH
Fgco
22 O\ y 4872
N\/YO
OH
23 O 4831
OH
((O“s
24 O O 497,2
O
OH
25 O 511,2
N 0
OH
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
) ﬂOH
26 O? ¥
MeO N>\©\/N o 4332
A
27 O O\N’/ H OH 31,9
e
OH
28 O\N/Hil/l-' 417'2
N o)
V\gl
/ S
29 H 409,2
N O s
\/\(il
30 O\N/ 429,2
(O o
OH
N
O o
31 O\N/J\Q/H 3932
N o)
\/\g_l
T T
o
32 O\NJ\Q/H 4772
N o)
\/\O(H
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
S
33 O | 4772
N\/Yo
OH
‘\‘\/‘szs
34 O O g F 4892
P
OH
35 O } 485,2
N O
YL
/ S
36 = O\N/ 409,2
ﬁ\/\]/o
___OH
37 O y 409,2
N\/YO
O
*‘@CF
38 O O } 421,2
NVYO
OH
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
39 O OV | 489,2
N\/YO
OH
O CF,
40 ‘ O y 485,2
N\/\(O
OH
/ O CF3
o
41 O .y 4612
N\/YO
OH
‘ CF,
42 F O oW ’ 489,2
N\/YO
OH
oL
43 NT " 4792
OH
F
F O CF,
44 507,2
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
0 | CFs
\
45 O y 4612
OH
7 o)
46 N O~N H\/\( 404,2
OH
N7 H 0
47 ~ O‘N/ Nﬂ 404,2
OH
9
48 ‘ SN | 4212
N \/\(O
OH
0
Ho)l\/\rNi | AN
y N.
49 (|3 N = O Q CFs 502,2
0 CF,
N \
50 " O)\/‘ N NsOﬁ@\Q 505,3
N \
51| o W \ Oﬂ@ 477,2
0 CF3
N \
52 HOVH Br N‘O/-\@\O 555,1
0 CFs
N \
53| o~ H N 4632




Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
54 »\/\ /\Q\( /\Q\O 511,2
o) \ CF3
= \
55 HO)\/\ H N NYDN@\O 478,2
HO N CF3
\
6 E{\, s N*Of\Q\O 483,2
o) 7\ CF,
N =/ \
57 | o A N M- 478,2
HO. o N CF3
\
58 E/\/ © Neg 467,2
HO 7N CF3
59 — \ 478,2
HN ~0
O N/\Q‘\( F
\
60 HO}\\/‘ N N‘O/\QQ 4272
o) N CF3
\
61 HO»\/\ H N-g3 512,2
62 518,3
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
0
N. CF
63 = o/\©i 3 506,3
)
e}
HO)I\/\N
H N
64 = bﬂ@:@ 451,3
o)
HO)j\/\N
N. Ci
O OCH3
)3\/\1\1 N~
66 MO H 7 4673
OCHj,
N N-g
67 HO 479,3
0
0 CF;,
A ~N Neg
68 | HO 4 491,3
CF5
N N-g
69 " 503,2
o)
0 CF;
)\/\N N-&
70 HO H z 517,3
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Com- Dados Fisicos
¢ Estrutura
posto MS ES (M+1)
CF
N N
o
7 HO‘([J% A@\O 529,3
o)
o)
HOJ\/\N
H N CF
72 z \O 499,2
N N-
73 HOW/L /p\(/ ° 4773
o)
N N-
74 Ho\(D /p\{’ © 463,3
o)
N N
~O
75 HO\Y(D p\(’ 483,2
o)
N N
H -0
76 HOY[\ /C;@\(’ 471,2
o
\ " CFs3
77 HO\‘{ E 70 4952
o)
\ g CF4
78 HO\“/D £ ¢ /\% 507,2
o)
3\/\ oF
N N 3
79 | HO \ﬁ\(x OA@\O 503,2

| 2007
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Com- Dados Fisicos
Estrutura
posto MS ES (M+1)
T~
N N<
80 HO \ﬁ\( O 4633

N O\
81 | HO H N O O

0 CF4
N ~N O~/
82 HO H
o CF4
N ~n O~p
83 | HO H
CF4
V/
N Oy
84 HO
O
85 ; O
o O
O

Exemplo 6
Compostos de Formula la ou Ib Apresentam Atividade Biologica

A. In vitro: Ensaio de ativacdo de GPCR por medicio de ligagdo de GTP [y-
*°S] a_membranas preparadas a partir de células de CHO expressando ro-
ceptores humanos EDG

Ensaio de ligagdo de GTP [y->°S] a EDG-1 (S1P;): Membranas
homogeneizadas so preparadas a partir de clones de células CHO expres-

sando estavelmente um EDG-1 N-terminal c-myc tag humano. Células sio

culivadas em suspensdo em duas garrafas rolantes de 850 cm? (850 cm?

roller bottles) por trés ou quatro dias antes da colheita. As células sio centri-
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fugadas, lavadas uma vez com PBS frio, e ressuspensas em <20 ml de
Tampdo A (20 mM HEPES, pH 7,4, 10 mM EDTA, coquetel de inibidor de
protease isento de EDTA [1 comprimido/25 ml]). A suspensio de células é
homogeneizada em gelo, usando um homogeneizador Politron a 30000 rpm
em trés intervalos de 15 segundos cada um. O homogenato é primeiramente
centrifugado a 2000 rpm em uma centrifuga de mesa (tabietop) de baixa ve-
locidade por 10 minutos. O sobrenadante, apos passar por um filtro de célu-
las, €, entdo, recentrifugada a 50 000 x g por 25 minutos a 4°C. O pélete &
ressuspenso em tampao B (15% glicerol, 20 mM HEPES, pH 7,4, 0,1 mM
EDTA, coquetel de inibidor de protease isento de EDTA [t comprimido/10
ml}). Concentragdo de proteina do prep € determinada usando o kit de en-
saio de Proteina BCA (Pierce) usando BSA como padrdo. As mebranas sio
transformadas em aliquotas e mantidas congeladas a -80°C.

Solugdes dos compostos em teste na faixa de 10mM a 0,01nM
s&o preparadas em DMSO. S1P ¢ diluido em solugdo 4% de BSA como con-
troles positivos. O montante desejado de prep de membrana é diluido com
tamp&o de ensaio gelado (20 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM
MgClz, 0,1% BSA isendo de acido graxo, 5 uM GDP) e bem girado em vorti-
ce. 2 pl ou menos de composto ¢é distribuido em cada cavidade de uma I4-
mina de ensaic de poliestireno com 96 cavidades com fundo redondo, se-
guido por adigdo de 100 pl de membranas diluidas (3-10 pg/poco) sendo
mantida em gelo até a adicdo de GTPyS quente. [3SS]-GTP~,rS é diluido
1:1000 (v/v) com tampao de ensaio frio e 100 pl € adicionado em cada cavi-
dade. A reagéo ¢ realizada em temperatura ambiente por 80 minutos antes
que as membranas sejam coletadas em Perkin-Elmer Unifiiter® GF/B-96 filter
plate usando um Packard Filtermate Harvester. Apos vérias lavagens com
tampao de lavagem (20 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM MgCly, e
um enxagiie com etanol a 95%, o filtro é seco em uma estufa a 37°C por 30
minutos. MicroScint-20 é adicionada e a lamina selada para contagem de
cintifagdo em TopCount. Valores de EC50 sdo obtidos por comparagao das
curvas de ligagdo de GTP [y-358] (dados brutos) com a ferramenta de ajuste

a curva de resposta a dosagem de GraphPad Prism. Seis ou doze concen-
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tracdes diferentes sdo usadas para gerar uma uma curva de resposta a con-
centragao (usando trés pontos de dados por concentragao).

Ensaios de ligagéo de EDG-3,-5,-6 com -8 GTP [y-33S] séo reali-
zados de maneira comparavel ao ensaio de ligacdo de EDG-1 com GTP
[y-**S] usando membranas de células CHO expressando estavelmente re-
ceptores c-terminais c-myc rotulados ou ndo rotulados. Para cada prepara-
¢@o de membrana, experimentos de titulagdo s&o primeiramente realizados
com controle S1P para determinar o montante 6timo de membranas a serem
adicionadas por cavidade de ensaio. Compostos da inveng&o foram testados
de acordo com o ensaio acima e foi observado que estes apresentaram sele-
tividade para receptor EDG-1. Por exemplo, acido 3-{4-[1-(4-cicloexil-3-

triﬂuorometiI-benzioniimino)-etiII-Z-etiI-benzilamino}-propic“)nico (Exemplo 2)

tem um ECso de 0,8 nM no ensaio acima e é pelo menos 1000 vezes seletivo
para EDG-1 comparado com um ou mais dos outros receptores incluindo
EDG-3, EDG-5, EDG-6 e EDG-8. Similarmente, acido

1-{4-[1-(4-Cicloexil-3-trifluo rometil-benziloxiimino )-etil]-2-etil-benzill-azetidina-

3-carboxilico (Exemplo 3) tem um ECsp de 0,2 nM no ensaio acima e é pelo
menos 1000 vezes seletivo para EDG-1 comparado com um ou mais dos
outros receptores incluindo EDG-3, EDG-5, EDG-6 e EDG-8.

B. In vitro: Ensaio de fluxo de calcio FLIPR

Compostos da invencao s&o testados quanto a atividade agonis-
ta em EDG-1, EDG-3, EDG-5, e EDG-6 com um ensaio de fluxo de célicio
FLIPR. Em resumo, células CHO expressando um receptor EDG sdo manti-
das em meio F-12K (ATCC), contendo 5% FBS, com 500 ug/m! de G418.
Antes do ensaio, as células s3o protegidas em pratos de fundo preto limpos
em 384 densidade de 10,000 células/cavidade/25u! no meio de F-12K con-
tendo 1% FBS. No segundo dia, as células sio lavadas trés vezes (25
pl/cada) com tampdo de lavagem. Cerca de 25 ul de corante sio adiciona-
dos a cada cavidade que s3o incubados por uma hora a 37°C e 5% CQ,. As
células sdo entdo lavadas quatro vezes com tamp3o de lavagem (25
wl/cada). O fluxo de calcio é testado apds adi¢do de 25 pl de solugdo de
SEQ2871 a cada pogo de células. O mesmo teste & realizado com células
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expressando cada um dos diferentes receptores EDG. Titulagdo do teste de
fluxo de calcio FLIPR é registrada em um intervalo de 3 minutos, e quantifi-
cada como resposta maxima em percentagem de altura de pico relativa a
ativagdo de EDG-1.

C. In vivo: Testes para medicdo de reducdo de linfocitos no sangue

e avaliacdo do efeito cardiaco

Medicéo de linfocitos em circulacio: Compostos sio dissolvidos

em DMSO e diluidos para obtengio de uma concentragdo final de 4% DM-
SO (v/v, concentragio final) e entdo adicionalmente diluidos em um volume
constante de Tween80 25%/H,0, viv. Tween80 25%/H,0 (200 pl), 4% DM-
SO, e FTY720 (10 ug) sdo incluidos como controles negativo e positivo, res-
pectivamente. S30 administrados a camundongos (C57bl/6 machos, com 6-
10 semanas de idade) 250-300 uL da solucdo de composto, oralmente, por
gavagem, com pequena anestesia de isoflurano.

Sangue do sinus retro-orbital é coletado, com pequena anestesia
de isoflurano, 6 e 24 horas ap6s administragdo do farmaco com. Amostras
de sangue integral sdo submetidas & analise hematolégica. Contagens de
linfocitos periféricos sdo determinadas usando um analisador automatico.
Subpopulagdes de linfécitos periféricos do sangue sdo coradas por anticor-
pos especificos conjugados com fluorocromo e analisados usando um classi-
ficador de células por ativagdo fluorescente (Facscalibur). Dois camundon-
gos sdo usados para avaliar a atividade de redugdo de linfécitos de cada
composto selecionado. O resultado é um EDso, que € definido como a dose
eficaz necessaria para apresentar 50% de redugdo (depletion) de linfocitos
do sangue. Compostos da invengdo foram tratados de acordo com o ensaio
acima tendo sido verificado que apresentam preferivelmente um EDs, de
menos que 1mg/kg, mais preferivelmente um EDs, de menos que 0,5 mg/kg.
Por exemplo, acido 3—{4-[1-(4-cicloexii-3-triﬂuorometiI-benzi!oxiimino)-etil]-2-
etil-benzilamino}-propiénico (Exemplo 2) apresenta um ED50 de 0,07 mg/kg.
Além disso, acido 1-{4-[1 -(4-cicloexil-3~triﬂuorometil-benziloxiimino)-etil]-2-
etil-benzil}-azetidina-3-carboxilico (Exemplo 3) apresenta um ED50 de 0,1
mg/kg.
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Avaliagdo do Efeito Cardiaco: Os efeitos dos compostos na fun-

¢do cardiaca sdo monitorados usando o sistema de teste AnoniMOUSE
ECG. Séao registrados electrocardiogramas realizados em camundongos
conscientes (C57bl/6 machos, 6-10 semanas de idade) antes e apds a
administragdo do composto. Sinais de ECG sio entdo processados e anali-
sados usando o programa e-MOUSE. 90 Mg de composto adicionalmente
diluido em 200yl 4gua, 15% DMSO sdo injetados IP. Quatro camundongos
s80 usados para avaliar o efeito cardiaco de cada composto.

D: In vivo: Atividade Antiangiogénica

Cémaras porosas contendo (i) esfingosina-1-fosfato (5
uM/camara) ou (i) VEGF humano (1 Hg/cdmara) em 0,5 ml de 0,8% w/v dgar
(contendo heparina, 20 U/ml) s3o implantadas subcutaneamente no flanco
de camundongos. S1P ou VEGF induz o crescimento de tecido vasculariza-
do em torno da camara. Esta resposta & dose-dependente e pode ser quanti-
ficada por medigéo do peso e teor de sangue do tecido. Camundongos sio
tratados uma vez ao dia oralmente ou intravenosamente com um composto
de Férmula la ou Ib comegando 4-6 horas antes da implantagdo das cama-
ras e continuando por 4 dias. Os animais s3o sacrificados para medi¢do dos
tecidos vascularizados 24 horas apds a ultima dose. O peso e teor de san-
gue dos tecidos vascularizados em torno da cdmara sdo determinados. Ani-
mais tratados com um composto de Férmula Ia ou Ib mostraram peso efou
teor de sangue reduzidos dos tecidos vascularizados comparados a animais
tratados somente com veiculo. Compostos de Férmula ia ou Ib sio antiangi-
ogénicos quando administrados em uma dose de cerca de 0,3 a cerca de
3mg/kg.

E: In vitro: Atividade Antitumor

E utilizada uma linhagem de células de cancer de mama de ca-
mundongos originariamente isolada de carcinomas mamarios, por exemplo,
JigMC(A). O ndmero de células é ajustado para 5x10° para plating em meio
fresco antes do procedimento. Células s3o incubadas com meio fresco con-
tendo 2,5 mM de timidina sem FCS por 12 horas e entdo lavadas duas vezes
com PBS, seguido por adigdo de meio fresco com 10% FCS e adicionalmen-
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te incubadas por mais 12 horas. Depois disso, as células s3o incubadas com
meio fresco contendo 2,5 mM de timidina sem FCS por 12 horas. Para libe-
rar as células do bloco, as células sdo lavadas duas vezes com PBS e repla-
ted em meio fresco com 10% FCS. Apds sincronizagdo, as células s3o incu-
badas com ou sem vérias concentragdes de um composto de Férmula la ou
Ib por 3, 6, 9, 12, 18 ou 24 horas. As células s3o colhidas apds tratamento
com 0,2% EDTA, fixadas com solugéo gelada de etanol a 70%, hidrolisadas
com 250 pg/ml de RNaseA (tipo 1-A: Sigma Chem. Co.) a 37°C por 30 minu-
tos e corado com iodeto de propidio a 10mg/ml por 20 minutos. Apés o peri-
odo de incubagdo, o nimero de células é determinado tanto por contagem
de células em um contador Coulter quanto por ensaio colorimétrico SRB.
Nestas condigdes, compostos de Férmula la ou Ib inibem a proliferag@o de
células tumorais em concentragdes na faixa de 102 a 106 M.

E entendido que os exemplos e modalidades descritos aqui sdo
somente para fins de ilustragdo e que varias modificagdes ou alteracges a
luz dos mesmos serdo sugeridas a pessoas versadas na técnica e devem
ser incluidas no espirito e entendimento deste pedido e escopo das reivindi-
acoes anexas. Todas as publicagles, patentes e pedidos de patente aqui

citados s&o aqui incorporados por referéncia para todos os propdésitos.
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REIVINDICAGOES
1. Composto, caracterizado pelo fato de que € acido 1-{4-[1-(4-
cicloexil-3-trifluormetil-benziloxiimino)-etil]-2-etil-benzil}-azetidina-3-
carboxilico na forma livre ou na forma de um sal farmaceuticamente
aceitavel.
2. Composto de acordo com a reivindicagé&o 1, caracterizado pelo

fato de que apresenta a seguinte formula:

seu sal farmaceuticamente aceitavel.

3. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende 0,5 mg a 100 mg do composto como definido na reivindicagao 1
ou 2 em combinacdo com um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

4. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 3,
caracterizada pelo fato de que ainda compreende um composto como
definido na reivindicagdo 1 ou 2 em combinagdo com um agente
imunossupressor, um agente imunomodulador, um agente anti-inflamatério
ou um agente quimioterapéutico.

5. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 3,
caracterizada pelo fato de que ainda compreende um composto como
definido na reivindicagcdo 1 em combinag&o com um ou mais de:

i. um inibidor de aromatase,

ii. um anti-estrégeno, um anti-andrégeno (especialmente no caso de
cancer de préstata) ou um agonista de gonadorelina,

lii. um inibidor de topoisomerase | ou um inibidor de topoisomerase

iv. um agente ativo em microtubulo, um agente de alquilagdo, um
antimetabdlito antineoplasico ou um composto de platina,

v. um composto alvo-dirigido/redutor de atividade de proteina ou
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lipidio quinase ou de proteina ou lipidio fosfatase, um outro composto
antiangiogénico ou um composto que induz processos de diferenciacéo
celular,

vi. um receptor de bradiquinina 1 ou um antagonista de angiotensina

vii. um inibidor de ciclooxigenase, um bifosfonato, um inibidor de
histona desacetilase, um inibidor de heparanase (evita degradacdo de
heparan sulfato), por exemplo PI-88, um modificador de resposta bioldgica,
preferivelmente uma linfocina ou interferons, por exemplo interferon, um
inibidor de ubiquitinacdo, ou um inibidor que bloqueie caminhos anti-
apoptéticos,

viii. um inibidor de isoformas oncogénicas Ras, por exemplo H30
Ras, K-Ras ou N-Ras, ou um inibidor de farnesil transferase, por exemplo, L-
744 832 ou DK8G557,

iX. um inibidor de telomerase, por exemplo, telomestatina,

X. um inibidor de protease inhibitor, um inibidor de matriz
metaloproteinaase, um inibidor de metionina aminopeptidase, por exemplo,
bengamida ou um derivado da mesma, ou um inibidor de proteossoma, por
exemplo PS-341, e/ou

Xi. um inibidor de mTOR.

6. Uso de um composto como definido na reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento para tratar
ou prevenir rejeicdo cronica ou aguda de alo- ou xenoenxerto ou disturbios
autoimunes.

7. Uso de um composto como definido na reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento para tratar
ou prevenir doengas ou disturbios mediados por interagdes com linfécitos,
transplante, rejeicdo aguda ou cronica de transplante de célula, tecido ou
orgao, alo- ou xeno enxertos ou fungcéo de enxerto retardada, enxerto versus
doencga hospedeira, doencas autoimune, artrite reumatdide, lupo erimatoso
sistémico, tiredide de hashimoto, esclerose multipla, miastenia grave,

diabetes tipo | ou Il e os disturbios associados com os mesmos, vasculite,
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anemia perniciosa, sindrome de Sjoegren, uveite, psoriase, oftalmopatia

grave, alopecia areata e outros, doencas alérgicas, asma alérgica, dermatite

atopica, rinite/conjuntivite alérgicas, dermatite alérgica de contato, doencgas

inflamatdrias com reacbes subjacentes anormais, doenga inflamatoria do

5 intestino, doenga de Crohn ou colite ulcerativa, asma intrinseca, les&o

inflamatéria dos pulmbes, lesdo inflamatéria do figado, lesdo inflamatédria

glomerular, aterosclerose, osteoartrite, dermatite de contato irritante e outras

dermatites eczematosas, dermatite seborréica, manifestacdes cutaneas de

disturbios imunologicamente mediados, doenc¢a onflamatéria dos olhos,

10  ceratoconjuntivite, miocardite ou hepatite, isquemia/les&do de reperfusao,

infarto do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC), isquemia intestinal,

insuficiéncia renal ou choque hemorragico ou traumatico, linfomas de células

T ou leucemias de células T, doencas infecciosas, tdxico (por exemplo,

induzido por superantigeno), choque séptico, sindrome de dificuldade

15 respiratoria em adultos ou infecgbes virais, AIDS, hepatite viral, infeccéo
bacteriana crbnica, ou deméncia senil.

8. Uso de acordo com a reivindicag&o 7, caracterizado pelo fato de

que a doenca ou disturbio é esclerose multipla.
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