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Descritivo da Patente de Invencdo para "USO DE COMPOS-
TOS, TAIS COMO 4-AMINO-5-FLUORO-3-[6-(4-METIL PIPERAZINIL-1)-
1H-BENZIMIDAZOLIL-2] QUINOLINONA-(1H)-2 E TAUTOMEROS, SAIS,
E MISTURAS DOS MESMOS NO PREPARO DE MEDICAMENTOS PARA
O TRATAMENTO DO MELANOMA".

CAMPO DA INVENCAO.

A presente invencgao refere-se geralmente a métodos e compo-
sicOes para o tratamento do melanoma em pacientes. Mais particularmente,
a presente inveng¢ao refere-se ao uso de compostos, tais como 4-amino-5-
fluoro-3-[6-(4-metil piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2] quinolinona-(1H)-2 e
tautdmeros, sais, € misturas dos mesmos no tratamento do melanoma e no
preparo de medicamentos para o tratamento do melanoma.
ANTECEDENTES DA INVENCAO.

As veias capilares penetram em guase todos os tecidos do corpo
humano e abastecem os tecidos com oxigénio e nutrientes bem como remo-
vem produtos inuteis. Sob condi¢des tipicas, as células endoteliais que for-
ram as veias capilares nao se dividem, e as veias capilares, desse modo,
n&o aumentam normalmente em numero ou tamanho em um adulto humano.
Sob certas condigdes normais, entretanto, tal como quando um tecido € da-
nificado, ou durante certas partes do ciclo menstrual, as veias capilares co-
megam a proliferar rapidamente. esse processo de formar novas veias capi-
lares a partir de vasos sanguineos de preexistentes € conhecido como angi-
ogénese ou neovascularizagdo. Ver Folkman, J. Scientific American 275,
150-154 (1996). A angiogénese durante a cura de um ferimento € um exem-
plo de neovascularizagao patofisiologica durante a vida adulta. Durante a
cura de um ferimento, veias capilares adicionais fornecem abastecimento de
oxigénio e nutrientes, promovem o tecido de granulagao, e a auxiliam na re-
mocao de residuos. Depois do final do processo de cura, as veias capilares
normalmente retrocedem. Lymboussaki, A. "Vascular Endothelial Growth
Factors and their Receptors in Embryos, Adults, and in Tumors", Academic
Dissertation, University of Helsinki, Molecular/Cancer Biology Laboratory and
Department of Pathology, Haartman Institute, (1999).

Segue-se folha 1a



1a

A angiogénese também desempenha um papel importante no
crescimento das células do cancer. Conhece-se que uma vez que um aglo-

merado das células do cancer atinge certo tamanho, rudemente de 1 a 2 mm

Segue-se folha 2
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no didmetro, as células de cancer devem desenvolver-se um sangue abas-
tecem para o tumor para tornar-se maiores como a difusdo ndo sera sufici-
ente abastecer as células de cancer bastante oxigénio e nutrientes. Assim,
espera-se que a inibicdo da angiogénese pare o crescimento das células do
cancer.

As quinases de tirosina de receptor (RTKs) sao polipeptidios de
transmembrana que regulam o crescimento e desenvolvimneto da célula e
diferenciagdo, a remodelagem e a regeneracdo de tecidos adultos. Musto-
nen, T. et al., J. Cell Biology 129, 895-898 (1995); van der Geer, P. et al. Ann
Rev. Cell Biol. 10, 251-337 (1994). Os ligantes de polipeptidio conhecidos
como fatores de crescimento ou citoquinas, sdo conhecidos por ativar RTKs.
A sinalizagdo de RTKs envolve o ligante se ligando e uma troca na confor-
mag&o no dominio externo do receptor resultando na sua dimerizagdo. Lym-
boussaki, A. "Vascular Endothelial Growth Factors and their Receptors in
Embryos, Adults, and in Tumors” Academic Dissertation, University of Hel-
sinki, Molecular/Cancer Biology Laboratory and Department of Pathology,
Haartman Institute, (1999); Ullrich, A. et al., Cell 61, 203-212 (1990). A liga-
gao do ligante ao RTK resulta na trans-fosforilagdo de receptor em residuos
de tirosina especificos e ativagao subsequente dos dominios cataliticos para
a fosforilagdo de substratos citoplasmaticos. Ibd.

Duas subfamilias de RTKs sdo especificas para o endotélio
vascular. Entre elas incluem-se a subfamilia do fator de crescimento endote-
lial vascular (VEGF) e a subfamilia do receptor da Tie. As RTKs classe V
incluem as VEGFR1 (FLT-1), VEGFR2 (KDR (humana), Flk-1 (camundon-
go)) e a VEGFRS3 (FLT-4). Shibuya, M. et al., Oncogene 5, 519-525 (1990);
Terman, B. et al., Oncogene 6, 1677-1683 (1991); Aprelikova, O. et al., Can-
cer Res. 52, 746-748 (1992).

O cancer é uma doenga que envolve multiplos defeitos genéti-
cos que orientam a proliferagdo das células do tumor. Desse modo, as estra-
tégias que inibam simultaneamente caminhos sinalizadores de muitiplas cé-
lulas podem levar a resultados terapéuticos mais favoraveis. A sobre-

expressdo de RTK e/ou a ativacdo de mutacgdes esta muitas vezes presente



10

15

20

25

30

em células tumorais e esta envolvida com o crescimento de tumor. Blume-
Jensen, P and Hunter, T., "Oncogenic Kinase Signaling”, Nature, 411, pagi-
nas 355-65 (2001); Carmeliet, P., "Manipulating Angiogenesis in Medicine",
J. Intern. Med., 255, paginas 538-61 (2004). A maior parte das RTKs com-
preende um dominio extracelular, que esta associado com um ligante de
acoplamento e dominios de quinase intracelular que medeiam a autofosfori-
lagcdo, o recrutamento de moléculas sinalizadoras a jusante que provocam
uma cascata de eventos de transdugado de sinal. Existem mais do que 30
RTKs implicadas no cancer, por exemplo RTKs do tipo Ill (PDGFR, CSF-1R,
FLT3, e C-KIT), do tipo IV (FGFR1-4), e do tipo V (VEGFR1-3).

O melanoma é um tumor maligno de melandcitos, que s&o as
células que produzem o pigmento da cor da pele, a melanina. Os melano-
mas tipicamente surgem na pele, mas podem ocorrer nas superficies da mu-
cosa ou em qualquer lugar que os melanécitos podem ser encontrados no
corpo. Os melanomas podem ser categorizados pelo seu surgimento e com-
portamento caracteristicos tais como 1) melanoma de extensao superficial
(SSM), 2) melanoma nodular (NM), 3) melanoma acral lentiginoso (ALM), 4)
melanoma lentigo maligno (LMM), e 5) melanoma lentiginoso da mucosa
(MLM). O SSM é o tipo mais comum de melanoma e muitas vezes aparece
como uma marca escura, chata, ou ligeiramente elevada na pele de vérias
cores. Na sua fase radial, inicial, o cancer expande-se pela epiderme e o
prognéstico para uma cura € bom. Uma vez que o SSM introduza a fase de
crescimento vertical, expande-se na derme e nas estruturas subjacentes e
fica mais perigoso e dificil de curar. O NM é o tipo mais agressivo do mela-
noma, surgindo rapidamente e crescendo tanto ascendente como interna-
mente simultaneamente. Tipicamente aparece como um nédulo na pele uni-
formemente colorido de preto, embora outras cores sejam possiveis. O ALM
€ outra forma agressiva do melanoma que ocorre mais frequentemente em
pacientes de pele morena. Pode ser marrom, preto ou de cores variadas e
pode ser plano ou noduloso. O LMM é o melanoma menos comum e tipica-
mente ocorre no nariz e nas faces das pessoas idosas. As lesdes sao pla-

nas, podem ser bege, marrons, pretas ou outras cores, e podem tornar-se
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bastante grandes (3 cm a 6 cm). O LMM espalha-se lentamente e n&o tende
a metastasear. O MLM é semelhante na aparéncia ao ALM e ocorre em va-
rios sitios das mucosas, incluindo a cavidade oral, es6fago, anus, vagina, e
conjuntiva. Quando o melanoma permanece localizado, é cirurgicamente
ressectado, e as taxas de cura sdo frequentemente boas. Entretanto, uma
vez que o melanoma tenha metastasiado-se além da lesdo primaria, por e-
xemplo, no sistema linfatico e sitios mais distantes, tais como o sistema ner-
voso central, figado, ou pulmdes, tornando-se muito dificil de tratar. Em 2006
nos Estados Unidos, é estimado que mais de 62.000 novos casos de mela-
noma ocorreram e mais de 7.900 pacientes morreram de melanoma.

Varios compostos de indolila substituida foram recentemente
descritas nas WO 01/29025, WO 01/62251, e WO 01/62252, e varios com-
postos de benzimidazol foram recentemente descritos na WO 01/28993. Es-
ses compostos sdo reportadamente capazes da inibigdo, da modulagao e/ou
da regulacao do sinal de transdugéo de ambos os tipos de receptor e de néo
receptor das quinases de tirosina. Alguns dos compostos descritos contém
um fragmento de quinolinona ligado com os grupos indolila ou benzimidazoli-
la.

A sintese de derivados 4-hidroxi quinolinona e 4-hidréxi quinoli-
na é descritas em diversas referéncias estdo sendo incorporadas pela refe-
réncia na sua totalidade com todos os seus objetivos como se totalmente
estivessem aqui apresentadas. Por exemplo, Ukrainets et al. descreveram a
sintese da 3-(benzimidazolil-2)-4-hidréxi-2-oxo-1,2-di-hidroquinolina. Ukrai-
nets, |. et al., Tet. Lett. 42, 7747-7748 (1995); Ukrainets, |. et al., Khimiya
Geterotsiklicheskikh Soedinii, 2, 239-241 (1992). Ukrainets também descre-
veu a sintese, a atividade anticonvulsiva e antitireoide de outras 4-hidroxi
quinolinonas e tio analogos tais como a 1H-2-0x0-3-(2 benzimidazolil) -4-
hidroxiquinolina. Ukrainets, |. et al., Khimiya Geterotsiklicheskikh Soedinii, 1,
105-108 (1993); Ukrainets, |. et al., Khimiya Geterotsiklicheskikh Soedinii, 8,
1105-1108 (1993); Ukrainets, I. et al.,, Chem. Heterocyclic Comp. 33, 600-
604, (1997).

A sintese de varios derivados da quinolina é descrita na WO
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97/48694. Esses compostos sdo descritos como sendo capazes de ligarem-
se a receptores hormonais nucleares e sendo Uteis para a estimulagéo da
proliferagdo de osteoblasto e crescimento de ossos. Os compostos sdo tam-
bém descritos como sendo Uteis no tratamento ou na prevengdo de doengas
associadas com familias de receptor hormonais nucleares.

Os varios derivados da quinolina nos quais o anel benzénico da
quinolina é substituido com um grupo contendo enxofre sdo descritos na WO
92/18483. Esses compostos sdo descritos como sendo Uteis em formulagées
farmacéuticas e como medicamentos.

Os derivados da quinolona e da cumarina foram descritos como
possuindo uso em varias aplicagdes nao relacionadas com medicamentos e
formulagdes farmacéuticas. As referéncias que descrevem a preparacao de
derivados de quinolona para uso em composigoes fotopolimerizaveis ou para
propriedades luminescentes incluem: Patente dos Estados Unidos N° US
5.801.212 emitida para et al Okamoto.; JP 8-29973; JP 7-43896; JP 6-9952;
JP 63-258903; EP 797376; e DE 23 63459 que sao todas aqui incorporadas
pela referéncia na sua totalidade com todos os objetivos como se estives-
sem completamente aqui apresentadas.

Os varios compostos de benzimidazol de quinolinona uteis na i-
nibicdo da angiogénese, na inibicao das quinases de tirosina do receptor do
fator de crescimento endotelial vascular e na inibicido de outras quinases de
tirosina e serina/treonina que incluem a 4-amino-5-fluoro-3-[5-(4-metil pipe-
razinil-1)-1H-benzimidazolil-2] quinolinona-(1H)-2, ou tautbmero da mesma,
sdo descritos nos seguintes documentos que sdo, cada um, aqui incorpora-
dos pela referéncia nas suas totalidades e com todos os objetivos como se
estivessem completamente aqui apresentados: Patente dos Estados Unidos
N° US 6.605.617; Patente dos Estados Unidos N° US 6.756.383; Pedido Pa-
tente dos Estados Unidos N° 10/116.117 arquivado (publicado no dia 6 de
fevereiro de 2003, como US 2003/0028018); Pedido Patente dos Estados
Unidos N° 10/644.055 (publicado no dia 13 de maio de 2004, Publicagao de
Pedido de Patente dos Estados Unidos N° 2004/0092535); Pedido Patente
dos Estados Unidos N° 10/983.174; Pedido Patente dos Estados Unidos N°
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10/706.328 (publicado no dia 4 de novembro de 2004, como US
2004/0220196); Pedido Patente dos Estados Unidos N° 10/982.757 (publi-
cado no dia 3 de junho de 2005 como US 2005/0137399); Pedido Patente
dos Estados Unidos N° 10/982.543 (publicado no dia 22 de setembro de
2005 como US 2005/0209247).

Apesar dos avangos recentes nos métodos de tratamento de
tumores e de cancer, ainda existe uma necessidade importante para novos
métodos de tratamento do cancer e especialmente para novos métodos e
composigoes para tratamento do melanoma.

SUMARIO DA INVENCAO.

A presente invengao fornece métodos de tratamento do mela-
noma e particularmente melanoma metastasiado. A presente invengéo tam-
bém fornece o uso de compostos, tautdbmeros dos mesmos, sais dos mes-
mos e misturas dos mesmos, utilizados em formulagbes farmacéuticas e
medicamentos para o tratamento do melanoma.

Em um aspecto, a presente invencao fornece métodos de trata-
mento do melanoma em um paciente, tais como um paciente de melanoma
humano. O melanoma pode ser um melanoma cutdneo ou um melanoma
extracutaneo. Em algumas modalidades, é fornecido um meétodo de trata-
mento dos melanomas metastasiados. Os métodos incluem a administragéo
em um paciente de uma quantidade eficaz de um composto da Estrutura |,
um tautébmero do composto, um sal farmaceuticamente aceitavel do compos-
to, um sal farmaceuticamente aceitavel do tautébmero, ou uma mistura dos

mesmos. A Estrutura | tem a seguinte férmula:

/

Iz
O

em que,



A é um grupo que tem uma das seguintes Estruturas:

O
/ \ / \ A
-—%—-N N—R' ou ...%
em que,
R' ¢ selecionado de H ou grupos alquila de cadeia reta ou rami-
ficada possuindo de 1 a 6 atomos de carbono.

5 Em varias modalidades dos métodos da presente invengéo, o
crescimento do melanoma no paciente ¢ inibido, a doenga regride ou é esta-
bilizada, depois da administragdo de um composto tal como o aqui divulga-
do, ou alternativamente, o tamanho e/ou a extensdo do melanoma é reduzi-
da no paciente depois da administragao.

10 Em algumas modalidades, R!' &€ um grupo metila, e o composto

da Estrutura | tem a Estrutura IA:

N N—CHs
F NH, N\ \ /
A N

0]

Iz

IA
O composto da Estrutura IA é também aqui referido como
"Composto 1", "TKI258", ou 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil piperazinil-1)-1H-
benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2.
15 Em algumas modalidades, R’ é um hidrogénio, e o composto da

Estrutura | tem a Estrutura IB:

N NH
F NH, N\/Q— \__/
NN

O

Iz

1B
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O composto da Estrutura IB € também aqui referido como
"Composto 2" ou 4-amino-5-fluoro-3-[6-(piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-
1H-quinolinona-2.

Em algumas modalidades, R' é um grupo metila, e o composto

da Estrutura | tem a Estrutura IC:

/

IC

O composto da Estrutura IC é€ também aqui referido como
"Composto 3", ou 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-4-oxidopiperazinil-1)-1H-
benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2.

Em algumas modalidades, o composto € um composto da Estru-
tura |, IA, IB, ou IC, e o sal de lactato do composto ou o tautdmero é adminis-
trado ao paciente.

Em algumas modalidades, o melanoma expressa o receptor 1,
2, 3 e/ou 4 do fator de crescimento de fibroblasto do tipo selvagem ou mu-
tante. Em outras modalidades, o melanoma expressa a c-Kit tipo selvagem
ou mutante. Em ainda outras modalidades, o melanoma expressa os recep-
tores1e2,1e3,1e4,2e3,2e4,3e4,0u1,2,e3,0u1, 2 3, e44do
fator de crescimento de fibroblasto. Em certos melanomas que podem ser
tratados de acordo com métodos aqui descritos, sdo expressados um ou
mais FGFR1, FGFR2, FGFR3, ou FGFR4 do tipo selvagem ou mutante. Os
melanomas de queratina que podem ser tratados pelos métodos aqui descri-
tos expressam c-Kit do tipo selvagem ou mutante. Em ainda outras modali-
dades, o melanoma expressa as proteinas do Raf tipo selvagem, o Raf mu-
tante, o Ras tipo selvagem, o Ras mutante, c-Kit tipo selvagem e/ou c-Kit
mutante.

Varios tipos diferentes de melanoma podem ser tratados de a-



10

15

20

25

30

cordo com os presentes métodos incluindo, por exemplo, melanoma de ex-
tensdo superficial, melanoma nodular, melanoma acral lentiginoso, melano-
ma lentigo maligno, e melanoma lentiginoso da mucosa. O melanoma prima-
rio também pode ser cutaneo ou extracutaneo. Os melanomas malignos pri-
marios extracutaneos incluem o melanoma ocular e o sarcoma de célula cla-
ra dos tecidos mols. As indicagbes adicionais incluem melanomas raros ou
lesbes pré-cancerosas onde a relevancia dos alvos de RTK pode ser impli-
cada. Os presentes métodos sdo também Uteis no tratamento do melanoma
que tenha metastasiado.

Os métodos de tratamento do melanoma também incluem a
administracao de um ou mais farmacos anticancer para o tratamento do me-
lanoma com um composto tal como aqui definido. Por exemplo, os farmacos
anticancer para o tratamento do melanoma, especialmente do melanoma
metastasico, podem ser selecionados da alquilagdo dos farmacos antican-
cer, tais como dacarbazina, temozolomida, mecloretamina, e nitrosoureias,
tais como carmustina, lomustina, e fotemustina; taxanos, tais como paclitaxel
e docetaxel; alcaloides da vinca, tais como vinblastina; inibidores da topoi-
somerase, tais como irinotecano; talidomida; antibidticos anticancer, tais co-
mo estreptozocina e dactinomicina; ou farmacos anticancer a base de plati-
na, tais como cisplatina e carboplatina. Os compostos da presente invengio
podem ser acrescentados a regimes poliquimioterapéuticos, tais coma o re-
gime Dartmouth, CVD (cisplatina, vinblastina e dacarbazina) e BOLD (bleo-
micina, vincristina, lomustina, e dacarbazina). Em algumas modalidades, os
farmacos anticancer sao selecionadas de interferons tais como, mas nao-
limitados a, interferon-alfa-2a, interferon alfa-2b, interferons PEG-lados, tais
como interferon-alfa 2b PEG-lado. Interleucinas, tais como interleucina 2
também podem ser usadas em combinagdo com o0s compostos aqui descri-
tos.

Nos métodos de tratamento do melanoma aqui descritos, a
quantidade terapeuticamente eficaz do composto pode variar de aproxima-
damente 0,25 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal do pa-
ciente. Em algumas modalidades, a quantidade terapeuticamente eficaz do
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composto pode variar de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente
30 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, de aproximada-
mente 1 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, ou de aproximadamente 1 ou
2 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Em outras modalidades, a quantida-
de do composto administrado ao paciente varia de aproximadamente 25 a
aproximadamente 1.500 mg/dia e, preferivelmente, de aproximadamente 100
ou 200 mg/dia a aproximadamente 500 ou 600 mg/dia.

Em algumas modalidades, os métodos de tratamento do mela-
noma aqui descritos também compreendem a administracido do composto de
acordo com a formula |, 1A, IB, ou IC como parte de um ciclo de tratamento.
Um ciclo de tratamento inclui uma fase de administracdo durante a qual o
composto de acordo com a férmula |, IA, IB, ou IC é fornecido ao paciente
base sobre uma regular e um intervalo, durante o qual o composto nado é
administrado. Por exemplo, o ciclo de tratamento pode compreender a admi-
nistracdo de uma quantidade do composto de acordo com a férmula | diari-
amente por 7, 14, 21, ou 28 dias, seguidos por 7 ou 14 dias sem a adminis-
tragcdo do composto. Em algumas modalidades, o ciclo de tratamento com-
preende a administragdo de uma quantidade do composto diariamente du-
rante 7 dias, seguidos por 7 dias sem a administragdo do composto. Um ci-
clo de tratamento pode ser repetido uma ou mais vezes, tal como duas, qua-
tro ou seis vezes, para fornecer um curso de tratamento. Mais genericamen-
te, um curso do tratamento refere-se a um periodo do tempo durante o qual
o paciente submete-se ao tratamento do melanoma pelos presentes méto-
dos. Desse modo, um curso de tratamento pode referir-se ao periodo de
tempo durante o qual o paciente recebe doses diarias ou intermitentes do
composto aqui divulgado, bem como o periodo do tempo que estende por
um ou mais ciclos de tratamento. Além disso, o composto pode ser adminis-
trado uma vez, duas vezes, trés vezes ou quatro vezes, diariamente, durante
a fase de administracdo do ciclo de tratamento. Em outras modalidades, os
métodos também compreendem a administragdo de uma quantidade do

composto uma vez, duas vezes, trés vezes, ou quatro vezes diariamente ou
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um dia sim, um dia n&o, durante um curso do tratamento.

Assim, a presente invengdo também fornece métodos para o
tratamento do melanoma compreendendo a administragdo, a um paciente
que tem cancer, de um composto possuindo férmula i, 1A, IB, ou IC, um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, tautdmero do mesmo, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do tautbmero, em que a quantidade do com-
posto administrado em um primeiro ciclo de tratamento € 25 mg por dia, e a
quantidade do composto administrado é aumentada com cada ciclo de tra-
tamento subsequente, até que 1.500 mg do composto sejam administrados
ao paciente por dia ou a dose-limite de toxicidade seja observada no pacien-
te. Tipicamente em tais métodos, a quantidade do composto administrado é
dobrada com cada ciclo de tratamento subsequente depois do primeiro. Por
exemplo, um primeiro ciclo de tratamento podendo incluir a administragdo de
25 mg/dia ao paciente e o ciclo de tratamento subsequente pode compreen-
der a administragdao de 50 mg/dia ao paciente. Em algumas modalidades, o
ciclo de tratamento compreende a administragdo da mesma quantidade do
composto diariamente durante 7 dias, seguidos por 7 dias sem administra-
¢ao do composto.

Em um aspecto, a presente invengédo fornece o uso de um com-
posto da Estrutura I, IA, IB, e/ou IC, um tautdmero do composto, um sal far-
maceuticamente aceitavel do composto, um sal farmaceuticamente aceitavel
do tautdmero, ou uma mistura dos mesmos para a preparagdo de um medi-
camento ou uma formulagdo farmacéutica para uso em qualquer uma das
modalidades de qualquer um dos métodos da presente invengao.

Em outro aspecto, a presente invengéo fornece um kit incluindo
um reservatério compreendendo um composto da Estrutura |, IA, 1B, e/ou IC,
um tautdbmero do composto, um sal farmaceuticamente aceitavel do compos-
to, um sal farmaceuticamente aceitavel do tautbmero, ou uma mistura dos
mesmos. O kit podendo incluir outro composto para uso no tratamento do
melanoma. O kit podendo incluir também uma descrigdo por escrito com ori-
entagdes para executar os métodos da presente invengdo. Em algumas mo-
dalidades, a descrigdo por escrito pode ser incluida como um documento de
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papel que é separado do reservatério do kit, enquanto que em outras moda-
lidades, a descrigdo por escrito pode ser escrita sobre um rétulo que é afixa-
do ao reservatério do kit.

Os objetivos adicionais, as caracteristicas e as vantagens da
presente invengdo serdo evidentes a partir da seguinte descrigdo detalhada
e dos desenhos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS.

FIGURA 1: Mostra a caracterizagdo da expressao da FGFR 1 a
4 por Western blot em células de melanoma.

FIGURA 2: O Composto 1 exibe uma potente atividade antiangi-
ogénica em um ensaio de tampao de matrigel dirigido por bFGF.

FIGURA 3: E um grafico mostrando o efeito antitumoral signifi-
cante sobre o volume meédio do tumor pelo Composto 1 no Modelo de xeno-
enxerto de melanoma humano A375M (Mutante B-Raf).

FIGURA 4: E um grafico mostrando o efeito antitumoral signifi-
cante sobre o volume médio do tumor pelo Composto 1 no Modelo de xeno-
enxerto de melanoma humano CHL-1 (B-Raf Tipo Selvagem).

FIGURA 5: E um grafico mostrando o efeito antitumoral signifi-
cante sobre o volume médio do tumor da terapia de combinagdo com Com-
posto 1, carboplatina e paclitaxel sobre o melanoma A375M (BRaf mutante)
modelo em camundongos nu/nu.

FIGURA 6: E um grafico mostrando o significante efeito antitu-
moral, sobre o volume médio do tumor, da administragcdo do Composto 1 em
doses diarias e/ou semanais de carboplatina e paclitaxel contra tumores de
melanoma CHL-1 em camundongos Nu/Nu fémeas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO.

Presente invengdo fornece métodos de tratamento do melano-
ma, particularmente do melanoma metastasiado. A invengdo também forne-
ce o0 uso de compostos (por exemplo, compostos da Estrutura |, IA, IB, e IC),
tautdmeros, sais, e misturas dos mesmos na preparagao de medicamentos
ou formulagdes farmacéuticas para o tratamento do melanoma. Nao dese-

jando ficar presos pela teoria, os efeitos surpreendentemente eficazes dos
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compostos descritos no tratamento do melanoma séo acreditados como re-
sultantes da atividade dupla dos compostos. Os compostos da presente in-
vencao sao considerados como exercendo um efeito antitumoral sobre o
melanoma pela inibigao das células do melanoma expressando um ou mais
receptores FGF e pela inibicdo da angiogénese relacionada ao melanoma
pelo bloqueio das VEGFR, FGFR e PDGFRB. Os compostos aqui descritos
também podem ser eficazes contra melanomas do tipo selvagem ou genéti-
pos dos mutantes Raf ou Ras.

As seguintes abreviaturas e definicbes sdo usadas em todas as
partes do presente pedido:

"bFGF" é uma abreviatura que representa o fator de crescimen-
to de fibroblasto basico.

"C-kit" também & conhecido como receptor do fator de célula-
tronco ou receptor do fator de crescimento de mastécito.

"CSF-1R" é uma abreviatura para o receptor 1 do fator estimu-
lante de coldnia.

"FGF" € uma abreviatura do fator de crescimento de fibroblasto
que interage com FGFR1, FGFR2, FGFR3, e FGFRA4.

"FGFR1", também referido como bFGFR, € uma abreviatura que
representa uma quinase de tirosina que interage com o fator de crescimento
de fibroblasto, FGF. As quinases de tirosina de receptor relacionadas inclu-
em FGFR2, FGFR3, e FGFR4. Uma ou mais dessas quinases sio frequen-
temente expressadas no melanoma (ver Exemplos).

"Fik-1" € uma abreviatura que representa a quinase 1 de tirosina
de figado fetal, também conhecido como dominio de insergdo da quinase da
quinase de tirosina ou KDR (humana), também conhecido como receptor do
fator de crescimento endotelial vascular 2 ou VEGFR2 (KDR (humana), Flk-1
(camundongo)).

"FLT-1" é uma abreviatura que representa a quinase 1 de tirosi-
na similar a fms, também conhecida como receptor do fator de crescimento
endotelial vascular 1 ou VEGFR1.

"FLT-3" &€ uma abreviatura que representa a quinase 3 de tirosi-
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na semelhante & fms, também conhecida como quinase 1 de tirosina da cé-
lula-tronco (STK ).

"FLT-4" € uma abreviatura que representa a quinase 4 de tirosi-
na semelhante a fms, também conhecida como VEGFRS3.

"MIA" representa a atividade inibidora de melanoma. A proteina
MIA tal como aqui utilizado, refere-se a uma proteina soluvel de 12 kDa pu-
blicamente disponivel no banco de dados GenBank sob o niumero de acesso
NP_006524, codificado pelo cDNA enumerado sob numero de acesso do
GenBank NM_006533, e os homdélogos mamiferos ou um fragmento do
mesmo compreendendo pelo menos dez residuos consecutivos da proteina
MIA. A proteina MIA foi mostrada como estando envolvida no descarte de
células de melanoma da matriz extracelular pela ligagdo da fibronectina com
moléculas de laminina, evitando assim interagdo entre matriz e célula (Broc-
kez L. et al., Br. J. Dermatol. 143:256268 (2000)). A presente ou a concen-
tracdo da proteina MIA medida antes e depois do tratamento podem ser u-
sadas para determinar a resposta de um paciente mamifero ao tratamento
com um agente inibidor de melanoma.

"MEK1" € uma abreviatura que representa uma quinase de treo-
nina de serina no caminho de transducgdo de sinal MAPK (quinase de protei-
na ativada por mitogene) em um mddulo que é formado de Raf-MEK1-ERK.
A MEK?1 fosforila a ERK (quinase regulada extracelular).

"PDGF" € uma abreviatura que representa o fator de crescimen-
to de derivado de plaqueta. A PDGF interage com as quinases de tirosina
PDGFRa e PDGFR}.

"Raf" é uma quinase de serina/treonina no caminho de transdu-
¢ao de sinal de MAPK.

"RTK" € uma abreviatura que representa o receptor da quinase
de tirosina.

"Tie-2" € uma abreviatura que representa a quinase de tirosina
com dominios de homologia de Ig e de EGF.

"VEGF" é uma abreviatura que representa o fator de crescimen-

to endotelial vascular.
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"VEGF-RTK" é uma abreviatura que representa a quinase de ti-
rosina de receptor do fator de crescimento endotelial vascular.

Geralmente, referéncia para certo elemento, tal como hidrogénio
ou H tem o significado de para incluir todos os is6topos daquele elemento.
Por exemplo, se um grupo do composto da estrutura é deixado ou € mostra-
do como H, ento isto & definido para incluir o hidrogénio ou H, o deutério, e
o tritio.

A frase "grupos alquila de cadeia reta ou ramificada possuindo
de 1 a 6 atomos de carbono” refere-se a grupos alquila aciclicos que nao
contém heteroatomos e incluem de 1 a 6 atomos de carbono. Assim, a frase
inclui grupos alquila de cadeia reta tal como, por exemplo, metila, etila, propi-
la, butila, pentila, e hexila. A frase também inclui isbmeros de cadeia ramifi-
cada de grupos alquila de cadeia reta, incluindo mas nao-limitada ao seguin-
te: -CH(CHs)2, -CH(CH3)(CH2CHz3), -CH(CH2CHj3),, -C(CH3s)3, -CH2CH(CH3)2,
-CH2CH(CH3)(CH2CH3), -CH2CH(CH2CHy3),, -CH2C(CH3)s, -
CH(CH3)CH(CH3)(CH2CH3), -CH,CH>CH(CH3),, -CH2CH,CH(CH3)(CH2CH3),
-CH2CH2C(CHa3)3, -CH(CH3)CH,CH(CHz3),, e assim por diante. Em algumas
modalidades, os grupos alquila incluem grupos alquila de cadeia reta ou ra-
mificada que tém de 1 a 6 atomos de carbono. Em outras modalidades, os
grupos alquila tém de 1 a 4 atomos de carbono. Em ainda outras modalida-
des, os grupos alquila sdo grupos alquila de cadeia reta que tém de 1 a 2
atomos de carbono (grupo metila ou etila). Em ainda outras modalidades, os
grupos alquila tém somente 1 atomo de carbono e sdo um grupo metila (-
CHs).

"Um sal farmaceuticamente aceitavel” inclui um sal com uma
base inorganica, base orgéanica, acido inorganico, acido orgénico, ou amino-
acido basico ou acido. Como sais das bases inorgénicas, a invengao inclui,
por exemplo, metais alcalinos, tais como sais de potassio ou sédio; metais
alcalino-terrosos, tais como calcio, magnésio ou sais de aluminio; e sais de
amonio. Como sais das bases orgénicas, a invengao inclui, por exemplo,
sais formados com trimetilamina, trietilamina, piridina, picolina, etanolamina,

dietanolamina, ou trietanolamina. Os sais de acidos inorgénicos incluem, por
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exemplo, acido cloridrico, acido boridrico, acido nitrico, acido sulfurico, e sais
acidos fosféricos. Como sais dos acidos orgénicos, a presente invengao in-
clui, por exemplo, sais de acido formico, acido acético, acido trifluoroacético,
acido fumarico, acido oxalico, acido tartarico, acido maleico, acido lactico,
acido citrico, acido succinico, acido malico, acido metanossulfonico, acido
benzenossulfénico, e acido p-toluenossuifénico. Como sais dos aminoacidos
basicos, a presente invengdo inclui, por exemplo, arginina, lisina e sais de
ornitina. Os sais de aminoacido acidos incluem, por exemplo, sais de acido
glutdmico e acido asparticos.

Os compostos da Estrutura | sdo rapidamente sintetizados utili-
zando o procedimento descrito na segdo seguinte dos Exemplos e divulgado
nos seguintes documentos que sao, cada um, desse modo incorporado pela
referéncia nas suas totalidades e com todos os objetivos como se estives-
sem completamente aqui apresentados: Patente dos Estados Unidos N° US
6.605.617, Pedido Patente dos Estados Unidos N° 10/644.055 (publicado
como US 2004/0092535, Pedido Patente dos Estados Unidos N° 10/983.174
(publicado como US 2005/0261307 dos Estados Unidos), Pedido Patente
dos Estados Unidos N° 10/726.328 publicado como 2004/0220196 dos Esta-
dos Unidos, Pedido Patente dos Estados Unidos N° 10/982.757 (publicado
como os US 2005/0137399, Pedido Patente dos Estados Unidos N°
10/982.543 (publicado como US 2005/209247), e Pedido de Patente de PCT
N° PCT/US2006/019349 (publicado como WO 2006/125130).

Os compostos da Estrutura |, tautbmeros dos compostos, os
sais farmaceuticamente aceitaveis dos compostos, os sais farmaceuticamen-
te aceitaveis dos tautomeros, e as misturas dos mesmos podem ser usados
para preparar medicamentos e formulagdes farmacéuticas. Tais medicamen-
tos e as formulagoes farmacéuticas podem ser usados nos métodos do tra-
tamento aqui descrito.

As formulagbes farmacéuticas podem incluir quaisquer dos
compostos, tautbmeros, ou sais de quaisquer das modalidades descritas
acima em combinacdo com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, tais

como 0s aqui descritos.
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A presente invengao também fornece composi¢cées que podem
ser preparadas pela mistura de um ou mais compostos da presente inven-
¢ao, ou tautdmeros de sais farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos, ou
misturas dos mesmos com veiculos farmaceuticamente aceitaveis, excipien-
tes, ligantes, diluentes ou similares para tratar ou melhorar os disturbios re-
lacionados a tumores metastasiados. As composi¢cées da invengdo podem
ser usadas para criar formulagdes usadas para tratar tumores metastasiados
tal como aqui descrito. Tais composicoes podem estar na forma de, por e-
xemplo, granulos, po, comprimidos, capsulas, xarope, supositorios, injegdes,
emulsdes, elixires, suspensdes ou solugdes. As composigdes instantaneas
podem ser formuladas para diversas vias da administragdo, por exemplo,
para administragao oral, para administragdo nasal, para administragao retal,
injecao subcutanea, inje¢ao intravenosa, injegdes intramusculares, ou inje-
¢ao intraperitonial. As seguintes formas de dosagem sao fornecidas como
forma de exemplo e ndo devem ser interpretadas como limitagdo da presen-
te invencio.

Para a administragdo oral, bucal e sublingual, o pd, as suspen-
soOes, os granulos, os comprimidos as pilulas, as capsulas, as capsulas gela-
tinosas, e as drageas sao aceitaveis como formas de dosagem solida. Essas
formas podem ser preparadas, por exemplo, pela mistura de um ou mais
compostos da presente invencdo, sais farmaceuticamente aceitaveis, tautd-
meros, ou misturas dos mesmos, com pelo menos um aditivo, tal como um
amido ou outro aditivo. Os aditivos adequados sdo sacarose, lactose, agucar
de celulose, manitol, maltitol, dextrano, amido, agar, alginatos, quitinas, qui-
tosanas, pectina, goma de tragacanto, goma arabica, gelatina, colagenos,
caseina, albumina, polimeros sintéticos ou semissintéticos ou gliceridos.
Opcionalmente, as formas de dosagem oral podem conter outros ingredien-
tes para ajudar na administragéo, tal como um diluente ou lubrificantes inati-
vos, tais como estearato de magnésio, ou conservantes, tais como parabeno
ou acido sorbico, ou antioxidantes, tais como acido ascérbico, tocoferol ou
cisteina, um agente desagregante, ligantes, espessantes, tampdes, adogan-

tes, agentes aromatizantes ou agentes perfumantes. Os comprimidos e as
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pilulas podem ser também tratados com materiais de revestimento adequa-
dos conhecidos na técnica.

As formas de dosagem liquidas para administragcdo oral podem
estar na forma de emulsbdes farmaceuticamente aceitaveis, xaropes, elixires,
suspensoes, e solugdes, que podem conter um diluente inativo, tal como a
agua. As formulagdes farmacéuticas e os medicamentos podem ser prepa-
rados como suspensdes ou solugdes liquidas usando um liquido estéril, tal
como, mas nao-limitados a, um 6leo, agua, um alcool, e combina¢gbes dos
mesmos. Os tensoativos farmaceuticamente adequados, agentes de sus-
pensao, agentes de emulsificagdo, podem ser acrescentados para adminis-
tracéo oral ou parenteral.

Como observado acima, as suspensodes podem incluir 6leos. Tal
6leo inclui, mas é nao-limitado a, 6leo de amendoim, 6leo de gergelim, 6leo
de carogo de algodéo, 6leo de milho e azeite de oliva. A preparagéo de sus-
pensido também pode conter ésteres de acidos graxos, tais como oleato de
etila, miristato de isopropila, gliceridos de acido graxo e gliceridos de acido
graxo acetilado. As formulagdes de suspensdo podendo incluir alcoois, tal
como, mas nao-limitadas a, etanol, alcool isopropilico, alcool hexadecilico,
glicerol e propileno glicol. Eteres, tais como, mas n3do-limitados a, poli(etileno
glicol), hidrocarboneto de petréleo, tal como 6leo mineral e petrolato; e agua
também pode ser usada em formulagdes de suspensao.

Para a administragdo nasal, as formula¢gbes farmacéuticas e os
medicamentos podem ser um spray ou aerossol contendo um solvente apro-
priado e opcionalmente outros compostos tais como, mas nao-limitados a,
estabilizadores, agentes antimicrobianos, antioxidantes, modificadores de
pH, tensoativos, modificadores de biodisponibilidade e combinagdes dos
mesmos. Um propelente para uma formulagdo de aerossol pode incluir o ar
comprimido, o nitrogénio, o gas carbdnico, ou um hidrocarboneto baseado
num solvente de baixo ponto de ebuli¢do.

As formas de dosagem injetaveis geralmente incluem suspen-
sdes aquosas ou suspensdes de 6leo que podem ser preparadas utilizando

de um dispersante adequado ou agente umectante e um agente de suspen-
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sdo. As formas injetaveis podem estar em fase de solugdo ou na forma de
uma suspensao, que € preparada com um solvente ou diluente. Os solven-
tes ou os veiculos aceitaveis incluem a agua esterilizada, a solugao de Rin-
ger, ou um isotdnico de solugdo salina aquosa. Alternativamente, os dleos
estéreis podem ser empregados como agentes de suspensio ou solventes.
Preferivelmente, o 6leo ou o acido graxo sdo nao volateis, incluindo éleos
naturais ou sintéticos, acidos graxos, mono, di ou triglicerideos.

Para a injegéo, a formulagdo farmacéutica e/ou o medicamento
podem ser um pé adequado para a reconstituicdo tal como descrito acima
com uma solugdo apropriada. Os exemplos dos mesmos incluem, mas néo
séo limitados a, liofilizagdo, secagem rotativa ou pd seco por atomizagéo, po
amorfo, granulos, precipitados, ou particulados. Para a inje¢ao, as formula-
¢des podem conter opcionalmente estabilizadores, modificadores de pH,
tensoativos, modificadores de biodisponibilidade e combinagbées dos mes-
mos.

Para a administragéo retal, as formulagdes farmacéuticas e os
medicamentos podem estar na forma de um supositério, uma pomada, um
enema, um comprimido ou um creme para liberagdo do composto nos intes-
tinos, na flexao sigmoide e/ou no reto. Os supositérios retais séo preparados
pela mistura de um ou mais compostos da presente invengdo, ou sais far-
maceuticamente aceitaveis ou tautdmeros do composto, com veiculos acei-
taveis, por exemplo, manteiga de cacau ou polietileno glicol, que esta pre-
sente em uma fase sblida em temperaturas normais de armazenamento, e
presente em uma fase liquida naquelas temperaturas adequadas para liberar
um farmaco dentro do corpo, tal como no reto. Os dleos também podem ser
empregados na preparagdo de formulagdes do tipo de gelatina suave e su-
positorios. A dgua, a solugado salina, a dextrose aquosa e as solugdes de
agucar relacionadas, e o glicerois podem ser empregados na preparagéo de
formulagdes de suspensdes que também podem conter agentes de suspen-
sdo, tais como pectina, carbdmeros, metil celulose, hidroxipropil celulose ou
carboximetil celulose, bem como tampdes e conservantes.

Além daquelas formas de dosagem representativas descritas a-
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cima, os excipientes farmaceuticamente aceitaveis e os veiculos sao geral-
mente conhecidos dos versados na técnica e sdo assim incluidos na presen-
te invengdo. Tais excipientes e os veiculos sao descritos, por exemplo, na
"Remingtons Pharmaceutical Sciences", Mack Pub. Co., Nova Jersey (1991),
que é incorporado aqui pela referéncia em sua totalidade com todos os obje-
tivos como se estivessem completamente aqui apresentados.

As formulagdes da presente invencdo podem ser projetadas pa-
ra serem de rapida atuacio, de rapida liberagdo, ou de agdo prolongada, ou
de liberagao sustentada tal como descrito abaixo. Assim, as formulagdes
farmacéuticas também podem ser formuladas para liberagdo controlada ou
para liberacgao lenta.

As composigdes instantdneas também podem compreender, por
exemplo, micelas ou lipossomas, ou alguma outra forma encapsulada, ou
podem ser administrados em uma forma de liberagdo extensa para fornecer
um armazenamento prolongado e/ou efeito de liberagao. Desse modo, as
formulagdes farmacéuticas e os medicamentos podem ser comprimidos em
pelotas ou cilindros e implantados intramuscularmente ou subcutaneamente
como injecdes de depdsito ou como implantes, tais como endoproteses ex-
pansiveis ("stents"). Tal implante pode empregar materiais inertes conheci-
dos, tais como silicone e polimeros biodegradaveis.

As dosagens especificas podem ser ajustadas dependendo de
condi¢gbes da doenga, da idade, do peso corporal, das condigbes gerais de
saude, do sexo, e da dieta do paciente, dos intervalos das dose, das vias de
administracao, da taxa de excregdo, e das combinagdes de farmacos. Quais-
quer das formas de dosagem acima contendo quantidades eficazes estdo
bem dentro dos limites da experimentagao regular e por isso, bem dentro do
alcance da presente invengéo.

Uma dose terapeuticamente eficaz pode variar dependendo da
via de administracdo e da forma de dosagem. O composto preferido ou os
compostos da presente invengdo sdo uma formulagdo que exibe um elevado
indice terapéutico. O indice terapéutico € a proporgédo de doses entre efeitos

toxicos e terapéuticos que podem ser expressados como a proporgao entre
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LDso € EDsp. O LDsp € a dose letal para 50% da populagéo e o EDsp € a dose
terapeuticamente eficaz para 50% da populagdo. O LDsg € 0 EDsp sdo de-
terminados por procedimentos farmacéuticos-padrdo em culturas de célula
de animais ou em animais experimentais.

Os termos "tratar” e "tratamento” dentro do contexto da presente
invengéo, significam um alivio, inibigdo, parada, ou reversdo de sintomas
associados com um disttrbio ou doenca e também a progressdo ou a piora
daqueles sintomas, ou a prevencao ou a profilaxia da doenca ou do distur-
bio. Além disso, "tratar” e "tratamento" dentro do contexto da presente in-
vengao, significam a inibicdo do crescimento do melanoma cutaneo, subcu-
taneo, ou visceral, redugdo no tamanho do melanoma cutaneo, subcutaneo,
ou visceral, redugado no niumero de lesbes cutaneas, subcutdneas, ou visce-
rais, ou redugdo no tamanho das lesbes cutaneas, subcutdneas, ou visce-
rais. Adicionalmente, "tratar" e "tratamento” dentro do contexto da presente
invengao, significam uma alteragao em um biomarcador de resposta de do-
encgas, por exemplo, uma redugdo nos niveis circulantes da proteina inibido-
ra da atividade do melanoma. Por exemplo, dentro do contexto do tratamen-
to de pacientes portadores de melanoma, o tratamento bem-sucedido pode
incluir uma reducgao da proliferacado dos vasos capilares que alimentam o
melanoma ou o tecido doente, um alivio dos sintomas relacionados a um
crescimento canceroso pelo melanoma, a proliferagdo de vasos capilares, ou
do tecido doente, uma inibigao ou interrupgao na proliferagao capilar, ou uma
inibigdo ou interrupgao na progressao do melanoma ou no crescimento ou
na metastase de células de melanoma, ou uma regressio ou remissio par-
cial ou completa do melanoma, estabilizagido da doenga, ou um aumento na
sobrevivéncia total dos pacientes de melanoma.

O tratamento também pode incluir a administracao das formula-
¢cOes farmacéuticas da presente invencdo em combinagdo com outras tera-
pias. Por exemplo, os compostos e as formulagtes farmacéuticas da presen-
te invencdo podem ser administrados antes, durante, ou depois de um pro-
cedimento cirlrgico e/ou terapia radioativa. Os compostos da presente in-

vencdo também podem ser administrados em conjunto com outros farmacos
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anticAncer usados no tratamento do melanoma. O termo farmacos antican-
cer tem o significado de agentes que sdo usados para o tratamento de ma-
lignidades e crescimentos cancerosos por pessoas versadas na técnica, tais
como oncologistas ou outros médicos. Assim, os farmacos anticancer e os
compostos aqui descritos (por exemplo, os compostos da Estrutura |, 1A, IB,
e IC) podem ser administrados simultaneamente, separadamente ou em se-
quéncia. As combinagdes apropriadas e os regimes de administragdo podem
ser determinados por aqueles versados nas técnicas da medicina e da onco-
logia.

Os compostos e as formulagbes da presente invengéo sao parti-
cularmente adequados para uso em terapias de combinagéo ja que exibiram,
ou é esperado que exibam, um efeito aditivo ou maior do que o efeito aditivo,
ou maior que o sinergistico, quando usado em combinagido com farmacos
anticancer, tais como taxanos, nitrosoureias, compostos de platina, agentes
de alquilag3ao, inibidores das topoisomerases | e Il, alcaloides da vinca, anti-
bidticos anticancer; interferons, interleucina 2, e tratamento radioativo. Desse
modo, em um aspecto, a presente invengao fornece formulagdes farmacéuti-
cas que incluem o composto da Estrutura | e tautdmeros, sais, €/ou misturas
dos mesmos, em combinagdo com um farmaco anticdncer. As combinagdes
podem ser empacotadas separadamente ou em conjunto em kits para admi-
nistragdo simultanea, separada, ou sequencial. A invengcao também fomece
o uso dos compostos, tautdmeros, sais, e/ou misturas, para a criagdo de tais
formulagdes e medicamentos.

Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método para
tratar o melanoma metastasiado. O método inclui a administragdo, em um
paciente que esteja necessitando do mesmo, de um ou mais farmacos anti-
cancer selecionados de dacarbazina (DITC-DOME), temozolomida (TEMO-
DAR), carmustina (BCNU, BICNU), lomustina (CCNU, CEENU), fotemustina,
paclitaxel (TAXOL), docetaxel (TAXOTERE), vinblastina (VELBAN), irinote-
cano (CAMPTOSAR); talidomida (THALIDOMID); estreptozocina (zanosar);
dactinomicina (COSMEGEN); mecloretamina (MUSTARGEN); cisplatina
(PLATINOL-AQ), carboplatina (PARAPLATIN), mesilato de imatanibe (GLE-
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EVEC), sorafenib (BAY43-2006, NEXAVAR), sutent (SU1248, AVASTIN), ou
erlotinib (TARCEVA). Os compostos da presente invengdo podem ser acres-
centados a regimes poliquimioterapicos, tais como o regime Dartmouth, CVD
(cisplatina, vinblastina, e dacarbazina) e BOLD (bleomicina, vincristina, lo-
mustina, e dacarbazina). Outros agentes quimioterapéuticos adequados para
uso em combinagdo com compostos aqui descritos incluem os discutidos em
Lens and Eisen, Expert Opin Pharmacother, 2003 4 (12). 2205-2211. Em
algumas modalidades, os farmacos anticincer sdo selecionados de interfe-
rons, tais como, mas nao-limitados a, interferon alfa 2a, interferon alfa 2b
(INTRON-A), interferons PEG-lados, tais como interferon alfa 2b PEG-lado.
Interleucinas, tais como interleucina 2 (proleucina), também podem ser usa-
das em combinagdo com os compostos aqui descritos.

Os compostos da presente invengdo podem ser usados para o
tratamento de varios pacientes. Os pacientes adequados incluem animais,
tais como mamiferos e seres humanos. Os mamiferos adequados incluem,
mas sao nao-limitados a, primatas tais como, mas nao-limitados a Iémures,
simios e macacos; roedores, tais como ratos, camundongos e porcos-da-
india; coelhos e lebres; vacas; cavalos; porcos; cabras; ovelhas; marsupiais;
e carnivoros, tais como felinos, caninos e ursino. Em algumas modalidades,
o paciente ou individuo é ser humano. Em outras modalidades, o paciente
ou individuo é um roedor, tal como um camundongo ou um rato. Em algu-
mas modalidades, o paciente ou individuo € um animal diferente de um ser
humano e em algumas outras modalidades, o paciente ou individuo é um
mamifero diferente de um ser humano.

Deve se entender que os compostos organicos usados na pre-
sente invengédo podem exibir o fendmeno do tautomerismo. Como as estrutu-
ras quimicas dentro do presente relatorio descritivo podem representar so-
mente uma das formas tautoméricas possiveis, deve se entender que a in-
vengdo abrange qualquer forma tautomérica da estrutura desenhada. Por
exemplo, a Estrutura IA é mostrada abaixo com um tautdmero, o tautbmero

la:
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N N——CH3
F NH, Nl
\ ﬁ
N (o]
H
I
N N——=CH3;
E NH, Nl N/
N N
P4
N OH

Ia

Outros tautdmeros da Estrutura la, tautdmero Ib e tautémero Ic,

/N
N N—CHs
F NH,  HN \ /
—
\ N

830 mostrados abaixo:

N (e}
H
Ib
N N—CH3
F NH, HN ___/
S
\ N
/
N OH

Ic
A presente invengao, assim, é geralmente descrita, sera enten-
dido mais rapidamente tendo como referéncia os seguintes exemplos, que
sao fornecidos como forma de ilustragdo e ndo sdo destinados a limitar a
presente invengao.

EXEMPLOS.
As seguintes abreviaturas s&o usadas em todas as partes do
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presente pedido em relagdo a terminologia quimica:

ATP: Trifosfato de adenosine;

Boc: N-terc-butoxicarbonila;

BSA: Albumina de Soro Bovina;

DMSO: Dimetilssulfoxido;

DTT: DL-ditiotreitol;

DMEM: Modificagdo da Dulbecco do meio Eagle;

EDsp: Dose terapeuticamente eficaz em 50% da populagéo;

EDTA: Acido etileno diamino tetracético;

EGTA: Acido tetracético etileno glicol;

EtOH: Etanol;

FBS: Soro bovino fetal;

Hepes: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanossulfdonico;

HPLC: cromatografia liquida de aita presséo;

Valor de ICso: Concentragdo de um inibidor que causa uma re-
dugédo de 50% em uma atividade medida,;

KHMDS: potassio bis (trimetilsilil}) amida;

LC/MS: Cromatografia liquida / Espectroscopia de massa;

MOPS: acido 3-(N-morfolino)-propanossulfénico;

PBS: Salina de Tampao de Fosfato;

PMSF: Fluoreto de fenil metanossulfonila;

RIPA: Tampao de lise de célula contendo, por exemplo, 56 mM
de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 5 yg/ml de
aprotinina, 5 ug/ml Leupeptin, 1% de Triton x-100, desoxicolato de Sodio a
1%, SDS a 0,1%;

SDS: Dodecil sulfato de sédio;

TBME: Terc-butil metil éter;

THF: Tetra-hidrofurano;

Tris: 2-amino-2-(hidroximetil) propanodiol-1,3

Purificagdo e Caracterizacdo dos Compostos.

Os compostos da presente invengdo sdo caracterizados por

cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) utilizando de um sistema
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de cromatografia da Waters Millenium com um Moédulo de Separagao 2690
(Milford, MA). As colunas analiticas sdo Alltima C-18 fase reversa, 4,6 x 250
mm da Alltech (Deerfield, lllinois). Uma eluicdo de gradiente foi usada, tipi-
camente partindo com 5% de acetonitrila/95% de agua e progredindo até
100% de acetonitrila durante um periodo de 40 minutos. Todos os solventes
continham o acido trifluoroacético a 0,1% (TFA). Os compostos sdo detecta-
dos por luz ultravioleta (UV) com absorgido em 220 nm ou em 254 nm. Os
solventes de HPLC sao da Burdick & Jackson (Muskegan, Michigan), ou da
Fisher Scientific (Pittsburg, Pensilvania). Em alguns exemplos, a pureza foi
avaliada pela cromatografia em camada fina (TLC) utilizando placas de vidro
ou de plastico apoiando silica-gel, tal como, por exemplo, folhas flexiveis
1B2-F de silica-gel da Baker-Flex. Os resultados da TLC foram rapidamente
detectados visualmente sob ultravioleta, ou empregando vapor de iodo bem
conhecido e outras varias técnicas de coloracgao.

A andlise de espectrometria de massa foi executada em um de
dois instrumentos LCMS: um Sistema Waters (Alliance HT HPLC e um es-
pectrébmetro de massa de ZQ Micromassa; Coluna: Eclipse XDB-C18, 2,1 x
50 mm; sistema solvente: acetonitrila de 5% a 95% em agua com TFA a
0,05%; taxa de fluxo 0,8 mL / minuto; faixa de variagdo de peso molecular
150 a 850; Voltagem de Cone 20 V; temperatura de coluna 40°C) ou um Sis-
tema Hewlett Packard (Série 1100 HPLC; Coluna: Eclipse XDB-C18, 2,1 x
50 mm; sistema solvente: acetonitrila de 1% a 95% em agua com TFA a
0,05%; taxa de fluxo 0,4 mL / minuto; faixa de variagéo de peso molecular de
150 a 850; Voltagem de Cone 50 V; temperatura de coluna 30°C). Todas as
massas sdo informadas como aquelas dos ions originais protonados.

A andlise de GC/MS foi executada em um instrumento Hewlet
Packard (cromatografo de gas Série HP6890 com um Detector Seletivo de
massa 5973; volume de injetor: 1 uL; temperatura de coluna Inicial: 50°C;
temperatura de coluna Final: 250°C; tempo de variagdo: 20 minutos; taxa de
fluxo de gas: 1 mL / minuto; Coluna: fenil metil siloxano a 5%, Modelo n°HP
190915-443, Dimensoes: 30,0 m x 25 pM x 0,25 um).

As separacgdes preparativas foram realizadas utilizando ou um
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sistema de cromatografia rapida 40 e KP-Sil, 60A (Biotage, Charlottesville,
Virginia), ou por HPLC utilizando uma coluna de fase reversa C-18. Os sol-
ventes tipicos empregados para o sistema rapido 40 da Biotage sdo o diclo-
rometano, o metanol, o acetato de etila, o hexano e a trietilamina. Os solven-
tes tipicos empregados para a HPLC de fase reversa sdo concentragdes
variadas de acetonitrila e agua com o acido trifluoroacético a 0,1%.

Sintese _de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil _piperazin-1-il)-1H-

benzimidazolil-2-ill-1H-quinolin-2-ona.

F NH N N N——
T
SN

A. Sintese de 5-(4-metil-piperazinil-1) -2-nitroanilina.

Procedimento A:
OxN HN N— OzN
T T
HzN cl H,N N/\’
P!

A 5-cloro-2-nitroanilina (500 g, 2,898 mmois) e 1 - metil pipera-
zina (871 g, 8,693 mmols) é colocado em um frasco de mL 2000 ajustado

com um condensador e purgado com Nz. O frasco foi colocado em um ba-
nho de 6leo em 100°C e aqueceu-se até que a 5-cloro-2-nitroanilina fosse
completamente reagida (tipicamente durante a noite) como determinado por
HPLC. Depois que HPLC confirmou o desaparecimento da 5-cloro-2-
nitroanilina, a mistura reacional foi vazada diretamente (ainda quente) em
2500 mL de agua de temperatura ambiente com a agitagdo mecénica. A mis-
tura resultante foi agitada até que ele atingisse e depois de temperatura am-
biente foi filtrado. O sélido amarelo assim obtido foi acrescentado a 1000 mL
de &gua e agitada durante 30 minutos. A mistura resultante foi filtrada, e o

solido resultante foi lavado com TBME (500 mL, 2X) e depois foi seco sob

~
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vacuo durante uma hora usando uma represa de borracha. O sélido resul-
tante foi transferido para uma bandeja de secagem e secou em um forno de
vacuo em 50°C a um peso constante para produzir 670 g (97,8%) do titulo
composto como um po amarelo.

Procedimento B:

A 5-cloro-2-nitroanilina (308,2 g, 1,79 mol) foi acrescentada a

um 5000 mL de 4 gargalos frasco de fundo redondo ajustado com um agita-
dor superior, condensador, entrada de gas, funil de adigdo, e sensor termos-
sensivel. O frasco entdo foi purgado com N,. 1-metilpiperazina (758,1 g, 840
mL, 7,57 mmols) e etanol de ensaio 200 (508 mL) foram adicionados ao
frasco de reagao com agitagido. O frasco foi novamente purgado com Ny, e a
reacao foi mantida sob N,. O frasco foi aquecido em um manto acalentador a
uma temperatura interna de 97°C (+/- 5°C) e mantido naquela temperatura
até que a reacdo fosse completa (tipicamente aproximadamente 40 horas)
como determinado por HPLC. Depois que a reacéao foi terminada, o aqueci-
mento foi descontinuado e a reacao foi resfriada a uma temperatura interna
de aproximadamente 20°C a 25°C com agitagao, e a reagdo foi agitada du-
rante 2 para 3 horas. Os cristais de semente (0,20 g, 0,85 mmol) de 5-(4-
metil-piperazinil-1) - 2-nitroanilina foram adicionados a mistura reacional a
menos que a precipitagao ja tivesse ocorrido. A agua (2.450 mL) foi acres-
centada a mistura reacional com agitagdo durante o periodo de aproxima-
damente uma hora enquanto a temperatura interna foi mantida em uma tem-
peratura variando de aproximadamente 20°C a 30°C. Depois que a adigao
de agua foi terminada, a mistura resultante foi agitada durante aproximada-
mente uma hora em uma temperatura de 20°C a 30°C. A mistura resultante
entdo foi filtrada, e o frasco e torta da filtragdo foram lavados com a agua (3
x 2,56 L). O produto sdlido amarelo de ouro foi seco a um peso constante de
416 g (rendimento de 98,6%) sob vacuo em aproximadamente 50°C em um
forno de vacuo.

Procedimento C.

A 5-cloro-2-nitroanilina (401 g, 2,32 mmols) foi acrescentada a

um frasco de 12 L de 4 gargalos de fundo redondo ajustado com um agitador
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superior, condensador, entrada de gas, funil de adigédo, e sensor termossnsi-
vel. O frasco entdo foi purgado com N,. 1-metilpiperazina (377 g, 1,08 L,
9,75 mmols) e etanol de 100% (650 mL) foram adicionados ao frasco de re-
acao com agitagdo. O frasco foi novamente purgado com N;, e a reacéo foi
mantida sob Nz. O frasco foi aquecido em um manto acalentador a uma
temperatura interna de 97°C (+/- 5°C) e mantido naquela temperatura até
que a reagao fosse completa (tipicamente aproximadamente 40 horas) como
determinado por HPLC. Depois que a reacgéo foi terminada, o aguecimento
foi descontinuado e a reagao foi resfriada a uma temperatura interna de a-
proximadamente 80°C com agitagdo, € a agua (3,15 L) foi acrescentada a
mistura via um funil de adigdo durante o periodo de 1 hora enquanto a tem-
peratura interna foi mantida em 82°C (+/- 3°C). Depois que a adigao de agua
foi terminada, o aquecimento foi descontinuado e permitiu-se que a mistura
reacional esfriasse durante um periodo de ndo menos que 4 horas a uma
temperatura interna de 20°C a 25 °C. A mistura reacional entao foi agitada
para uma hora adicional em uma temperatura interna de 20°C a 30 °C. A
mistura resultante entdo foi filtrada, e o frasco e torta da filtragdo foram lava-
dos com a agua (1 x 1 L), etanol de 50% (1 x 1L), e etanol de 95% (1 x 1L).
O produto sdélido amarelo de ouro foi colocado em uma panela que seca €
secou a um peso constante de 546 g (rendimento de 99%) sob vacuo em

aproximadamente 50°C em um forno de vacuo.
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B. Sintese de éster etilico do acido [6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-

benzimidazolil-2] — acético.

Procedimento A:

O2N H,N
HoN N/\ HoN N/w
P

k/”\

AN
O  NHHCI
Eto)‘\/u\OEt
0

Et0—<—<N
S BE

K/”\

Um frasco de 5000 mL de 4 gargalos foi ajustado com um agita-
dor, termbémetro, condensador, e entrada/passagem de gas. O frasco equi-
pado foi carregado com 265,7 g (1,12 mol, 1,0 eq) de 5-(4-metil-piperazinil-1)
-2-nitroanilina e 2.125 mL de EtOH de ensaio 200. A solugdo resultante foi
purgada com Nz durante 15 minutos. Depois 20,0 g de Pd/C de 5% (H20 de
50%p/p) s@o acrescentados. A reagao foi energicamente agitada em 40°C a
50°C (temperatura interna) enquanto H, foi borbulhado pela mistura. A rea-
gao foi controlada de hora em hora observando o desaparecimento de 5-(4-
metil-piperazinil-1) -2-nitroanilina por HPLC. O tempo da reagao tipico foi 6
horas.

Depois que toda a 5-(4-metil-piperazinil-1) - 2-nitroanilina tinha
desaparecido da reacdo, a solugado foi purgada com N2 durante 15 minutos.
Depais, 440,0 g (2,25 mmols) de cloridrato de 3-etoxi-3-iminopropanoato de
etila sdo acrescentados como um sdlido. A reacgdo foi agitada em 40°C a
50°C (temperatura interna) até a reacgao foi terminada. A reagédo foi controla-
da por seguinte do desaparecimento do diamino composto por HPLC. O
tempo da reacgéo tipico foi de 1 a 2 horas. Depois que a reagao foi termina-
da, foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada por uma almofada do ma-

terial filtrante Celite. O material filtrante Celite foi lavado com EtOH absoluto
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(2 x 250 mL), e o filtrado foi concentrado a sob pressao reduzida fornece um
oleo espesso marrom/cor de laranja. O 6leo resultante foi tomado em 850
mL de uma solugao de HCI de 0,37%. NaOH Sdélido (25 g) entao foi acres-
centado em uma porgao, e um precipitado formado. A mistura resultante foi
agitada de e depois de 1 hora filtrada. O sélido foi lavado com H,O (2 x 400
mL) e secou em 50°C em um forno de vacuo fornecendo 251,7 g (74,1%) de
ester etilico do acido [6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-benzoimidazolil-2] — acéti-
co, como um pdé amarelo palido.

Procedimento B.

Um frasco de 5000 mL revestido de 4 gargalos foi ajustado com

um agitador mecéanico, condensador, sensor de temperatura, entrada de
gas, e borbulhador 6leo. O frasco equipado foi carregado com 300 g (1,27
mol) de 5-(4-metil-piperazinil-1) - 2-nitroanilina e 2.400 mL de EtOH de en-
saio 200 (a reagao pode ser e foi conduzida com o etanol de 95% e néo é
necessario usar etanol de ensaio 200 para esta reagao). A solugdo resultan-
te foi agitada e purgada com N, durante 15 minutos. Depois, 22,7 g de Pd/C
de 5% (H20 de 50%p/p) sao acrescentados ao frasco de reagdo. O vaso de
reagao foi purgado com N; durante 15 minutos. Depois de purgar com Nz, o
vaso de reacgao foi purgado com H; mantendo um fluxo lento, mas constante
de Hz pelo frasco. A reacao foi agitada em 45°C a 55°C (temperatura inter-
na) enquanto H; foi borbulhado pela mistura até os 5-(4-metil-piperazinil-1)-
2-nitroanilina foi terminadamente consumido como determinado por HPLC. O
tempo da reagao tipico foi de 6 horas.

Depois que toda a 5-(4-metil-piperazinil-1) -2-nitroanilina tinha
desaparecido da reacao, a solugao foi purgada com N, durante 15 minutos.
O intermediario da diamina é sensivel ao ar assim foram tomadas precau-
¢Oes para evitar a exposigdo ao ar. 500 g (2,56 mmols) do cloridrato de 3-
etoxi-3-iminopropanoato de etila sdo acrescentados a mistura reacional du-
rante o periodo de aproximadamente 30 minutos. A reacao foi agitada em
45°C a 55°C (temperatura interna) sob N; até a diamina ser completamente
consumida como determinado por HPLC. O tempo da reacao tipico foi apro-

ximadamente 2 horas. Depois que a reagdo foi terminada, o meio reacional
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foi filtrado enquanto ainda quente por uma almofada de Celite. O frasco de
reacao e o Celite foram depois lavados com EtOH de ensaio 200 (3 x 285
mL). Os filtrados foram combinados em um frasco de 5,000 mL, e aproxima-
damente 3,300 mL de etanol foram removidos sob vacuo produzindo um 6-
leo cor de laranja. Agua (530 mL) e depois HCL (350 mL) 1M foram adicio-
nados ao 6leo resultante, e a mistura resultante foi agitada. A solugéo resul-
tante foi energicamente agitada enquanto NaOH de 30% (200 mL) foi acres-
centado durante o periodo de aproximadamente 20 minutos mantendo a
temperatura interna em aproximadamente 25°C a 30°C enquanto o pH foi
trazido a entre 9 e 10. A suspensao resultante foi agitada durante aproxima-
damente 4 horas mantendo a temperatura interna em aproximadamente
20°C a 25 °C. A mistura resultante foi filtrada, e a torta da filtragao foi lavada
com Hz0 (3 x 300 mL). O solido coletado foi seco a um peso constante em
50°C sob vacuo em um forno de vacuo fornecendo 345,9 g (90,1%) de éster
etilico do acido [6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-benzoimidazolil-2] —acético, co-
mo um pé amarelo palido. Em um trabalho alternativo ao procedimento, os
fitrados foram combinados e o etanol foi removido sob vacuo até que pelo
menos aproximadamente 90% tivessem sido removidos. A agua em um pH
neutro entao foi acrescentada ao 6leo resultante, e a solugao foi resfriada a
aproximadamente 0°C. Uma solugdo de NaOH de 20% aquosa entao foi a-
crescentada lentamente com a agitagao rapida a trazer o pH até 9,2 (lido por
mediagao de pH). A mistura resultante entao foi filtrada e tal como descrito
acima seco. O trabalho aiternativo do procedimento forneceu o produto de
cor bege claro a amarelo claro com rendimentos tao altos quanto 97%.

Teor de agua de método para a redugdo de éster etilico do aci-
do [6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-benzoimidazolil-2] — acético.

O éster etilico do 4acido [6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-
benzimidazolil-2] - acético (120,7 gramas) que tinham sido anteriormente
trabalhado e seco a um teor de agua de H>O de aproximadamente 8% a 9%
foi colocado em um frasco de 2,000 ml de fundo redondo e dissolvido no e-
tanol absoluto (500 mL). A solugdo ambar foi concentrada a um 6leo espes-

so usando evaporador rotativo com o aguecimento até que todo o solvente
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fosse removido. O procedimento foi repetido mais duas vezes. O dleo es-
pesso assim obtido foi deixado no frasco e colocado em um forno de vacuo
aquecido em 50°C durante a noite. Os resultados de analise de Karl Fisher
indicaram um teor de agua de 5,25%. O teor de agua reduzido obtido por
esse metodo forneceu rendimentos aumentados no procedimento do Exem-
plo seguinte. Outros solventes, tais como tolueno e THF podem ser usados
em vez do etanol neste processo de secagem.

C. Sintese de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-

benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2.

Procedimento A:

o
EtO—Q<N /Q‘ N
O 2
KHMDS, THF
N N
PN

O éster etilico do acido [6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-

benzimidazolil-2] - acético (250 g, 820 mmols) (seco com o etanol tal como
descrito acima) foi dissolvido em THF (3,800 mL) em um frasco de 5,000 mL
ajustado com um condensador, agitador mecénico, sensor de temperatura, e
purgado com argdénio. A 2-amino-6-fluoro-benzonitrila (95,3 g, 700 mmols) foi
acrescentada a solugao, e a temperatura interna foi elevada a 40°C. Quando
todos os solidos tinham dissolvido-se e a temperatura de solugéo tinha atin-
gido 40°C, KHMDS sélido (376,2 g, 1890 mmols) foi acrescentado durante o
periodo de 5 minutos. Quando a adicdo da base de potassio foi terminada,
uma solugdo amarela heterogénea foi obtida, e a temperatura interna tinha
subido a 62°C. Depois de um periodo de 60 minutos, a temperatura interna
diminuiu de volta a 40°C, e decidiu-se que a reagao fosse completa por H-
PLC (nenhum material inicial ou intermediario nao ciclizado estava presen-
te). A mistura reacional espessa foi entdo extinta por vazamento em H,O
(6,000 mL) e agitagdo da mistura resultante até que ela tivesse atingido a
temperatura ambiente. A mistura entdo foi filtrada, e o meio filtrante foi lava-
do com a agua (2 x 1000 mL). O sdlido amarelo brilhante foi colocado em

uma bandeja de secagem e secou em um forno de vacuo em 50°C durante a
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noite e formeceu 155,3 g (47,9%) da 4-amino-5-fluoro-3 -[6-(4-metil -
piperazinil-1)-1H -benzimidazolil-2] -1H-quinolinona-2, desejada.

Procedimento B.

Um frasco de 5.000 mL de 4 gargalos revestido foi equipado de
um aparelho de destilagdo, um sensor de temperatura, uma entrada de gas
N2, um funil de adigdo, e um agitador mecanico. O éster etilico do acido [6-
(4-metil-piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2-il] - acético (173,0 g, 570 mmols)
foi carregado no reator, e o reator foi purgado com N, durante 15 minutos.
THF seco (2.600 mL) foi entdo carregado no frasco com agitagao. Depois
que todo o sélido foi dissolvido, o solvente foi removido pela destilagédo (va-
cuo ou atmosférica) a temperatura mais alta ajuda a remover a agua usando
calor de acordo com a necessidade. Depois que 1.000 mL do solvente ti-
nham sido removidos, a destilagdo foi parada e a reagao foi purgada com Na.
1.000 mL de THF seco entdo foram acrescentados ao vaso de reagéo, e
quando todo o sodlido foi dissolvido, a destilagdo (vacuo ou atmosférica) foi
novamente conduzida até que outros 1.000 mL do solvente fossem removi-
dos. Esse processo de acrescentar THF seco e remogédo solvente foi repeti-
do pelo menos 4 vezes (na 4° destilagdo, 60% do solvente sdo removidos
em vez de somente 40% como em 3 primeiras destilagbes) depois do qual
uma amostra de 1 mL foi removida para a analise de Karl Fischer para de-
terminar o teor de agua. Se a analise mostrou que a amostra continha me-
nos do que a agua de 0,20%, entdo a reagao foi continuada como descrito
no paragrafo seguinte. Entretanto, se a analise mostrou mais do que 0,20%
de agua, entdo o processo de secagem descrito acima é continuado até que
um teor de agua menor do que 0,20% seja atingido.

Depois que um teor de agua menor do que ou aproximadamente
0,20% foi atingido utilizando o procedimento descrito no paragrafo anterior, o
aparelho de destilagdo foi substituido por um condensador de refluxo, e a
reagcdo foi carregada com a 2-amino-6-fluoro-benzonitrila (66,2 g, 470
mmols) (em alguns procedimentos 0,95 equivalentes sdo usados). A reagdo
entdo foi aquecida a uma temperatura interna de 38°C a 42 °C. Quando a

temperatura interna atingiu 38°C a 42 °C, a solugdo de KHMDS (1.313 g,
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1,32 mol, KHMDS em 20% em THF) foi acrescentada a reagao via o funil de
adigao durante um periodo de 5 minutos mantendo a temperatura interna em
aproximadamente 38°C a 50°C durante a adigdo. Quando a adigdo da base
de potéassio foi terminada, a reagao foi agitada por 3,5 a 4,5 horas (em al-
guns exemplos foi agitada durante 30 a 60 minutos e a reagdo pode ser
completada dentro daquele tempo) mantendo a temperatura interna em 38°C
a 42 °C. Uma amostra da reagdo entio foi removida e analisada por HPLC.
Se a reagao nao foi completa, uma solugdo KHMDS adicional foi acrescen-
tada ao frasco durante o periodo de 5 minutos e a reacgéo foi agitada em
38°C a 42°C durante 45 a 60 minutos (a quantidade da solugdo KHMDS a-
crescentada foi determinada pelo seguinte: se a razdo de IPC é <3,50, entao
125 mL foi acrescentado; se 10,0 = razdo de IPC = 3,50, entdo 56 mL foi
acrescentado; se 20,0 = razdo de IPC = 10, entdo 30 mL foi acrescentado. A
razédo de IPC é igual a area correspondente ao 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metil-piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2) dividido pela area
correspondente ao intermediario ndo ciclizado). Uma vez que a reacgéao foi
terminada (razdo de IPC> 20), o reator foi esfriado a uma temperatura inter-
na de 25°C a 30°C, e agua (350 mL) foi carregada no reator durante um pe-
riodo de 15 minutos mantendo a temperatura interna em 25°C a 35°C (em
uma alternativa, a reagdo & conduzida em 40°C e a agua é acrescentada
dentro de 5 minutos. Quanto mais rapido se realiza a extingdo menor a
quantidade de impureza que se forma dentro do tempo). O condensador de
refluxo entdo foi substituido por um aparelho de destilacdo e o solvente foi
removido por destilagdo (vacuo ou atmosférica) usando Calor necessario.
Depois de 1.500 mL do solvente tinha sido removido, a destilagdo foi des-
continuada e a reagdo foi purgada com N2. A agua (1.660 mL) ent&do foi a-
crescentada ao frasco de reagdo mantendo a temperatura interna de 20°C a
30 °C. A mistura reacional entédo foi agitada de 20°C a 30°C durante 30 mi-
nutos antes de esfria-lo a uma temperatura interna de 5°C a 10°C e entdo
agitando durante 1 hora. A suspensao resultante foi filtrada, e o frasco e o
bolo da filtragdo foram lavados com a agua (3 x 650 mL). O sdlido assim ob-

tido foi seco a um peso constante sob vacuo em 50°C em um forno de vacuo
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para fornecer 103,9 g (rendimento de 42,6%) de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metil-piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2, como um p6é ama-
relo.

Procedimento C:

EtO N
Loy, etass
N
H N/w K 0-'Bu (THF)
K/N Tolueno

O eéster etilico do acido [6 -(4-metil-piperazinil-1)-1H-

benzimidazolil-2-il] - acético (608 g, 2,01 mmols) (seco) e 2-amino-6-fluoro-
benzonitrila (274 g, 2,01 mmols) é carregado em um frasco de 12 L e 4 gar-
galos assentado sobre uma manta de aquecimento e montado com um con-
densador, agitador mecénico, entrada de gas, sensor de temperatura. O va-
so de reagao foi purgado com Ny, e tolueno (7,7 L) foi carregado na mistura
reacional enquanto era agitado. O vaso de reagao foi novamente purgado
com N; e mantido sob N,. A temperatura interna da mistura foi elevada até
que uma temperatura de 63°C (+/-3°C) fosse atingida. A temperatura interna
da mistura foi mantida em 63°C (+/-3°C) enquanto aproximadamente 2,6 L
do tolueno foram destilados do frasco sob pressédo reduzida 50,66 +/- 1,33
Kpa (380 +/-10 torr), cabega de destilagdo T = 40°C (+/-10°C) (a analise de
Karl Fischer foi usada para verificar o teor de agua na mistura. Se o teor de
agua fosse maior do que 0,03%, entdo outros 2,6 L de tolueno eram acres-
centados e a destilacdo era repetida. Esse processo foi repetido até que um
teor de agua menor do que 0,03% fosse atingido). Depois que um teor de
agua menor do que 0,03% foi atingido, o aquecimento foi descontinuado, € a
reagao foi resfriada sob N, a uma temperatura interna de 17°C a 19 °C. T-
butdxido de potassio em THF (20% em THF; 3,39 quilogramas, 6,04 mols de
3-terc-butéxido de potdssio) entao foi acrescentado a reagdo sob N2 em uma
taxa tal que a temperatura interna da reagdo foi mantida abaixo 20 °C. De-
pois que a adigdo do terc-butéxido de potassio foi terminada, a reagdo foi
agitada em uma temperatura interna menor do que 20°C durante 30 minutos.

A temperatura entao foi elevada a 25 °C, e a reacgao foi agitada durante pelo
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menos 1 hora. A temperatura ent&o foi elevada a 30 °C, e a reagao foi agita-
da durante pelo menos 30 minutos. A reagéo entdo foi controlada para a rea-
lizagdo usando HPLC para verificar o consumo dos materiais iniciais (tipica-
mente durante 2 a 3 horas, os materiais iniciais sdo consumido (menos do
que 0,5% por% de area HPLC)). Se a reagdo néao foi terminada depois de 2
horas, outros 0,05 equivalentes do terc-butoxido de potassio sido acrescen-
tados de uma vez, e o processo foi conduzido até que o HPLC mostrasse
que a reacgéao foi terminada. Depois que a reacao foi terminada, 650 mL de
agua sao acrescentados a mistura reacional com agitagdo. A reagdo entéo
foi aquecida a uma temperatura interna de 50°C e o THF foi separado por
destilagdo (aproximadamente 3 L por volume) sob pressdo reduzida da mis-
tura reacional. A agua (2,6 L) entao foi acrescentada gota a gota a mistura
reacional usando um funil de adigdo. A mistura entao foi resfriada a tempera-
tura ambiente e agitada durante pelo menos 1 hora. A mistura entao foi fil-
trada, e o bolo da filtracdo foi lavada com agua (1,2 L), com etanol a 70%
(1,2 L), e com etanol a 95% (1,2 L). O sélido amarelo desperto foi colocado
em uma bandeja de secagem e secou em um forno de vacuo em 50°C até
que um peso constante fosse obtido fornecendo 674 g (85,4%) de 4-amino-
5-fluoro-3- [6- (4- metil- piperazinil-1)- 1H-benzimidazolil- 2]-1H-quinolinona-
2-ona desejada.

Purificacdo de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-

benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2-ona.

Um frasco de 3.000 mL e com 4 gargalos equipado de um con-
densador, sensor de temperatura, entrada de gas de N,, e agitador mecani-
co foi colocado em um manto acalentador. O frasco entdo foi carregado do
4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-1H-
quinolinona-2-il (101,0 g, 0,26 mol), e o sélido amarelo foi suspenso em eta-
nol a 95% (1000 mL) e agitado. Em alguns casos uma proporgao 8:1 para
solvente € usada. A suspensio entao foi aquecida a um refluxo suave (tem-
peratura de aproximadamente 76°C) com agitagdo durante um periodo de
aproximadamente 1 hora. A reagdo entdo foi agitada durante 45 a 75 minu-

tos enquanto era refundido. Neste ponto, calor foi removido do frasco e per-
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mitiu-se que a suspensao esfriasse a uma temperatura de 25°C a 30 °C. A
suspensao entdo foi filtrada, e a almofada de fiitro foi lavada com a agua (2 x
500 mL). O sélido amarelo entdo foi colocado em uma bandeja de secagem
e seco em um forno de vacuo a 50°C até que um peso constante fosse obti-
do (tipicamente 16 horas) para obter 97,2 g (96,2%) do produto purificado,
como um po amarelo.

D. Preparacio do Sal do Acido Lactico da 4-amino-5-fluoro-3-[6-

uinolinona-2-ona.

F NH N N N—
204
Ny

l D,L-Lactic Aciacido lactico

4-metil-piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-1H-

EtOH, H,0

B BEE N
F NH N N N—— o
2
/ ANEVAY
= N o
H
OH
N o
H

Um 3000 mL frasco revestido de 4 gargalos foi ajustado com um
condensador, um sensor de temperatura, uma entrada de gas N, € um agi-
tador mecénico. O vaso de reagao foi purgado com Nz durante pelo menos
15 minutos e depois carregado com o 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-
piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2-ona (484 g, 1,23 mol).
Uma solugao de acido D,L-latico (243,3 g, 1,72 mol do monémero - ver o
paragrafo seguinte), agua (339 mL), e etanol (1,211 mL) foi preparada e de-
pois carregado ao frasco de reacdo. A agitagao foi iniciada em uma taxa
meédia, e a reagao foi aquecida a uma temperatura interna de 68°C a 72 °C.
A temperatura interna da reagdo foi mantida em 68°C a 72°C para aqueci-

mento de e depois de 15 a 45 minutos foi descontinuado. A mistura resultan-
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te foi filtrada por um filtro sinterizado de 10 a 20 micron coletando o filtrado
em um frasco de 12 L. O frasco de 12 L foi equipado de um sensor de tem-
peratura interno, um condensador de refluxo, um funil de adigdo, uma entra-
da e saida de gas, e um agitador superior. O filtrado entdo foi agitado em
uma taxa média e aquecido ao refluxo (temperatura interna de aproximada-
mente 78°C). Mantendo um refluxo suave, etanol (3.596 mL) foi carregado
ao frasco durante o periodo de aproximadamente 20 minutos. O frasco de
reagcdo entdo foi esfriado a uma temperatura interna variando de aproxima-
damente 64°C a 70°C dentro de 15 a 25 minutos e esta temperatura foi man-
tida durante um periodo de aproximadamente 30 minutos. O reator foi inspe-
cionado a procura de cristais. Se nenhum cristal estivesse presente, entao
cristais do sal acido lactico do 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazinil-1)-
1H-benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2-ona (484 mg, 0.1% de mol) eram adi-
cionados ao frasco, e a reagao foi agitada entre 64°C e 70°C durante 30 mi-
nutos antes novamente inspecionando o frasco a procura de cristais. Uma
vez que os cristais estivessem presentes, a agitagdo era reduzida a uma
taxa baixa e a reagdo agitada entre 64°C e 70°C durante uns 90 minutos
adicionais. A reagao entao foi resfriada a aproximadamente 0°C durante o
periodo de aproximadamente 2 horas, e a mistura resultante foi filtrada por
um filtro sinterizado de 25 a 50 micron. O reator foi lavado com o etanol (484
mL) e agitado até que a temperatura interna fosse aproximadamente 0°C. O
etanol frio foi usado para lavar o bolo da filtragéo, e esse procedimento foi
repetido mais 2 vezes. O soélido coletado foi seco até um peso constante a
50°C sob vacuo em forno de vacuo com uma producgao de 510,7 g (85,7%)
do sal acido lactico amarelo cristalino do 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-
piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2-ona. Uma vedagdo de
borracha ou condi¢des inertes sado tipicamente usadas durante o processo
de filtragdo. Enquanto o soélido seco ndo pareceu ser muito higroscépico, o
bolo da filtragdo molhada tende a aprisionar a 4gua e ficar pegajosa. As pre-
caugdes sdo tomadas para evitar a exposi¢cdo prolongada do bolo de filtra-

¢ao molhada a atmosfera.
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O acido lactico comercial geralmente contém aproximadamente
8-12% p/p de agua, e contém dimeros e trimeros além do acido lactico mo-
nomérico. A proporgdo em mol do acido lactico dimero para o monémero é
geralmente de aproximadamente 1,0:4,7. O acido lactico grau comercial po-
de ser usado no processo descrito no paragrafo precedente preferiveimente
como o sal de monolactato precipitado da mistura reacional.

Identificacdo de Metabdlitos.

Dois metabolitos da 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazinil-1)-
1H-benzimidazolil-2]-1H-quinolinona-2-ona (Composto 1) foram identificados
e caracterizados no plasma de rato coletado de um estudo de toxicologia de
2 semanas tal como descrito nas referéncias aqui incorporadas. Dois meta-
bolitos identificados sdo o composto N-6xido de piperazina (Composto 2) e o

composto N-desmetilado de piperazina (Composto 3), mostrados abaixo.

N N)(O
F NHy, N —
2 | n___/
X N
H

N @)
H
Composto 2
N NH
F  NH, '\f )
N N
H
N O
H
Composto 3

Sintese de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-4-oxidopiperazinil-1)-
1H-benzimidazolil-2] quinolinona-(1H)-2 (Composto 2) e 4-Amino-5-fluoro-3-
(6-piperazinil-1-1H-benzimidazolil-2) quinolinona-(1H)-2 (Composto 3).

Para confirmar as estruturas dos metabdlitos identificados do

Composto 1, os metabdlitos foram independentemente sintetizados
O Composto 2, o metabdlito N-6xido do Composto 1, foi sinteti-

zado como mostrado no esquema abaixo. O composto 1 foi aquecido em
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uma mistura de etanol, dimetilacetamida e perdxido de hidrogénio. Ao final
da reag&o, o Composto 2 foi isolado por filtragdo e lavado com o etanol. Se
necessario, o produto pode ser também purificado por cromatografia em co-

luna.

F F
NH, NH2
<L el
HN N N
5 N N EtOH, DMA NS, R N/\”
K/N\ k/l\f
b
1 2

O Composto 3, o metabdlito N-desmetilado do Composto 1, foi
sintetizado como mostrado no esquema abaixo. A 5-cloro-2-nitroanilina foi
tratada com a piperazina para produzir 4 que foi posteriormente protegido
com um grupo butil oxicarbonila (Boc) para produzir 5. A redugdo do grupo
nitro seguido pela condensacdo com o éster etilico do acido 3-etdxi-3-
iminopropi6nico forneceu 6. A condensagdo de 6 com a 6-fluoroanilonitrila
usando hexametildissilazida de potassio como uma base, produziu 7. O 7
bruto foi tratado com HCI aquoso para produzir o metabdlito desejado como

um so6lido amarelo/marrom depois da purificagdo.

/N O,N
O,N HN  NH 2 O2N
o, =S O
cl HzN N HoN

HoN N
L_NH L NBoc
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CN
1. Hy, PA/C /N:©\
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O NHHCI E'°‘<o_<H N7
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6
F F
NHz NH,
N
N j@ HC N\_¢ D\
H N
o (_NBoc o H l\/)\,H
7 3

Procedimentos de Ensaio.

Quinases de Tirosina.
[0106] A atividade de quinase de diversas quinases da proteina
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tirosina foi medida pelo fornecimento de ATP e um peptidio ou proteina a-
propriado contendo um residuo de aminoacido de tirosina para fosforilagdo,
e analisando para a transferéncia da porg¢ao fosfato para o residuo de tirosi-
na. As proteinas recombinantes correspondentes aos dominios citoplasmati-
cos dos receptores FLT-1 (VEGFR1), VEGFR2, VEGFRS3, Tie-2, PDGFRaq,
PDGFR@, e FGFR1 foram expressadas em células Sf9 de inseto usando um
sistema de expressao de Baculovirus (InVitrogen) e pode ser purificada atra-
vés da interagdo de anticorpo Glu (para construtores marcados com epitopo
Glu) ou pela Cromatografia de ion Metalico (para construtores marcados
Hiseg (SEQ ID N°: 1)). Para cada ensaio, os compostos de teste foram serial-
mente diluidos em DMSO e depois agitados com um tampao de reacao de
quinase apropriado mais ATP. A proteina de quinase e um substrato de pep-
tidio biotinilado apropriado foram adicionados para fornecer um volume final
de 50 a 100 L, as reagdes sao incubadas durante 1 a 3 horas na tempera-
tura ambiente e depois paradas pela adigdo de 25 a 50 yL de 45 mM EDTA,
50 mM de Hepes, pH 7,5. A mistura reacional parada (75 uL) foi transferida
para uma microplaca revestida de estreptavidina (Boehringer Mannheim) e
incubada durante 1 hora. O produto de peptidio fosforilado foi medido com o
sistema de fluorescéncia DELFIA resolvido pelo tempo (Wallac ou PE Bios-
ciences), usando um anticorpo PT66 antifosfotirosina marcado com eurdpio,
com a modificagdo de que o tampao de ensaio DELFIA foi complementado
com MgCl; a 1 mM para a diluigdo do anticorpo. A fluorescéncia resolvida
pelo tempo foi lida em um fluorimetro Wallac 1232 DELFIA ou em uma leito-
ra de sinal multiplo PE Victor Il. A concentragdo de cada composto da inibi-
cao de 50% (ICsp) foi calculada empregando regressao néo linear usando o
software XL Fit para a analise de dados.

As quinases FLT-1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR3, Tie-2, e FG-
FR1 sado analisadas em 50 mM Hepes, pH 7,0, MgCl; a 2mm MnCl; a 10 mM
NaFa 1 mM, DTT 1 mM, 1 mg/mL BSA, 2 uM ATP, e de 0,20 a 0,50 uM do
substrato de peptidio biotinilado correspondente. As quinases FLT-1, VEG-
FR2, VEGFR3, Tie-2, e FGFR1 foram adicionadas em 0,1 pg/mL, 0,05

pg/mL, ou 0,1 pg/mL respectivamente. Para o ensaio da quinase PDGFR,
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120 pg/mL de enzima foram usadas as mesmas condigbes de tampdes que
as acima exceto a modificagdo das concentragdes de ATP e de substrato de
peptidio a 1,4 pM ATP e 0,25 uM biotina-GGLFDDPSYVNVQNL-NH; (SEQ
ID N°: 2) substrato de peptidio.

As quinases de tirosina Fyn e Lck recombinantes e ativas, estao
dispéniveis comercialmente e sdo compradas da Upstate Biotechnology.
Para cada ensaio, os compostos de teste foram serialmente diluidos em
DMSO e depois misturados com um tampao de reagdo de quinase apropria-
do mais 10 nM de ATP marcado na posigdo gama com 3p. A proteina de
quinase e o substrato de peptidio biotinilado apropriado foram adicionados
para fornecer um volume final de 150 plL. As reag¢des foram incubadas du-
rante 3 a 4 horas na temperatura ambiente e depois parada por transferéncia
para uma microplaca branca revestida de estreptavidina (Thermo Labsys-
tems) contendo 100 yL do tampao de reagdo de parada de 100 mM EDTA e
50 uM ATP nao marcado. Depois de incubacdo de 1 hora, as placas de es-
treptavidina foram lavadas com PBS e 200 pL o fluido de cintilagédo de Mi-
croscint 20 foi acrescentado por pogo. As placas foram seladas e contadas
utilizando um TopCount. A concentragdo de cada composto da inibigdo de
50% (ICs0) foi calculada empregando regressdo nao linear usando software
XL Fit de andlise de dados.

O tampéao de reacao de quinase de Fyn, Lck, e c-ABL continha
50 mM de Tris-HCI pH 7,5, MgCl, a15 mM, MnCl, a 30 mM , DTT a 2 mM,
EDTA a 2 mM, fosfato de beta-glicerol a 25 mM, 0,01% BSA/PBS, 0,5 uM do
substrato de peptidio apropriado (substrato de peptidio Src biotinilado: bioti-
na-GGGGKVEKIGEGTYGVVYK-NH; (SEQ ID N°: 3) para Fyn e Lck), 1 uM
ATP n&do-marcado e 1 nM quinase.

A atividade de quinase de c-Kit e FLT-3 foram medidas forne-
cendo ATP e um peptidio ou proteina contendo um residuo do aminoacido
tirosina para fosforilagdo, e analisando a transferéncia da porgao fosfato pa-
ra o residuo de tirosina. A proteina recombinante correspondente aos domi-
nios citoplasmaticos do c-Kit e os receptores FLT-3 foram comprados (Pro-

guinase). Para os teste, um composto usado como exemplo, por exemplo, o
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4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil piperazinil-1)-1H-benzimidazolil-2] quinolinona-
(1H)-2-ona, foi diluido em DMSO e depois misturado com o tampéo de rea-
¢ao de quinase descrito abaixo mais ATP. A proteina da quinase (c-Kit ou
FLT-3) e o substrato de peptidio biotinilado (biotina-GGLFDDPSYVNVQNL-
NH2 (SEQ ID N°: 2)) foram adicionados para fornecer um volume final de 100
uL. Estas reagdes foram incubadas durante 2 horas na temperatura ambien-
te e depois paradas pela adigdo de 50 uL de 45 mM EDTA, 50 mM HEPES,
pH 7,5. A mistura reacional parada (75 uL) foi transferida para uma micro-
placa revestida de estreptavidina (Boehringer Mannheim) e incubada durante
1 hora. O produto de peptidio fosforilado foi medido com o sistema de fluo-
rescéncia DELPHIA resolvido pelo tempo (Wallac ou PE Biosciences), usan-
do um anticorpo de antifosfotirosina marcado com eurépio, PT66, com a mo-
dificagao que o tampao de ensaio DELFIA foi complementado com MgCl; a
1 mM para diluigdo do anticorpo. Os valores de fluorescéncia resolvidos para
o tempo, foram determinados em um fluorimetro Wallac 1232 DELFIA ou
uma leitora de multiplo sinal PE Victor Il. A concentragdo de cada composto
para inibigdo de 50% (ICsg) foi calculada empregando regresséo néo linear
usando o software XL Fit de analise de dados.

A FLT-3 e as quinases de c-Kit foram analisadas em 50 mM de
Hepes pH 7.5, NaF a 1 mM, MgCl, a 2 mM, MnCl; a 10 mM e 1 mg/mL BSA,
8 uM de ATP e 1 uM do substrato de peptidio biotinilado correspondente
(biotina-GGLFDDPSYVNVQNL-NH,; (SEQ ID N°: 2)). A concentragdo de
FLT-3 e quinases de c-Kit foram analisadas em 2 nM. O substrato de pepti-
dio fosforilado em uma concentragao final de 1 pM foi incubado com um an-
ticorpo de antifosfotirosina marcado com eurépio (PT66) (Perkin Elmer Life
Sciences, Boston, MA). O europium foi detectado usando a fluorescéncia
resolvida para o tempo. O ICs foi calculado usando regresséo néo linear.

As FGFR2 e FGFR4 foram analisadas por produtos comprados
de terceiros que usam cada um dos seguintes métodos.

Método A: o ensaio radiométrico direto KinaseProfiler (Upsta-
te/Millipore) foi empregado como se segue. Em um volume de reacgéo final
de 25 yL, FGFR2 ou FGFR4 (humana, 5 a 10 mU) foi incubado com 8 mM
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MOPS, pH 7,0, 0,2 mM EDTA, a MnCl;2,5 a 10 mM, 0,1 mg/mL poli(Glu, T-
yr) 4:1, M acetato de Mg a 10 m e [*?P- gamaATP] com atividade especifica
de aproximadamente 500 cpm/pmol, concentragdo necessaria). A reagao é
iniciada pela adigdo da mistura de MgATP. Depois da incubagdo durante 40
minutos na temperatura ambiente, a reagdo é parada pela adigdo de 5 L de
uma solugao de acido fosférico a 3%. 10 yL da solugdo de reagéo é gotejado
sobre um Filtermat A e lavado trés vezes durante 5 minutos em acido fosfo-
rico 75 mM e uma vez em metanol antes da secagem e contagem de cintila-
cao.

Método B: o ensaio de quinase Millipore Z'-LYTE (Invitrogen) é
baseado na transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia e foi
empregado como se segue. A mistura de peptidios 2X FGFR2 ou FG-
FR4/Tyr 04 é preparada em 50 mM HEPES, pH 7,5, BRIJ-35 de 0,01%, Mg-
Cl a 10 mM, MnCl; a 4 mM, EGTA a 1 mM, DTT a 2 mM. A reagao de qui-
nase final 10 pL consiste de 0,3 a 2,9 ng FGFR2 ou 2,4 a 105 ng FGFR4 e 2
upM Tyr 04 Peptidio em 50 mM de Hepes pH 7,5, BRIJ-35 0,01%, MgCl, a
10 mM, MnCl, a 2 mM, 1 mM EGTA, 1 mM DTT. Depois da incubagédo da
reagcdo de quinase por 1 hora, sdo adicionados 5 uL de um reagente de de-
senvolvimento B com diluigdo de 1:32.

Proteina MIA.

Andlise de Western Blot: as células de CHL-1 ou o plasma fo-

ram analisados para a proteina MIA como aqui descrito. O sangue total foi
coletado para a preparagao de plasma em tubos separadores BD Microtainer
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). As células CHL-1 foram lavadas du-
as vezes em tampao de fosfato de solugao salina (PBS, Mediatech, Inc.,
Herndon, VA) e lisadas em tampao RIPA (Tris HCIl a 50 mM, pH 7,4, NaCl a
150 mM, EDTA a 1 mM, EGTA a 1 mM, 2 mM ortovanadato de sédio, piro-
fosfato a 20 mM, 1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sédio e 0,1% SDS),
contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil fresco a 1 mM, comprimido de Coque-
tel completo de inibidor de mini protease (2 comprimidos/25 mL de tampé&o
de lise) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) e 1X Coquetel Il
de Inibidor de Fosfatase (Sigma-Aldrich, St., Louis, MO), durante 20 minutos
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em gelo. Os lisados sdo coletado em tubos de centrifugacdo, girados em
14K rpm em 4°C durante 20 minutos e filtrados por tubos QlAshredder (Ql-
AGEN, Inc, Valencia, CA). As concentracoes de proteina sdo o determina-
das usando o ensaio de BCA de acordo com o protocolo do fabricante (Pier-
ce, Rockford, IL). Amostras foram processadas de Western Blot por métodos
padrdo usando gel de Tris-glicina de 18% de Novex® (Invitrogen, Carlsbad,
CA). A MIA foi detectada com um anticorpo policlonal de cabra (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN), diluida a 1:1000 em TBST (tampé&o salino de Tris
contendo Tween® 20 de 0,1%, Fisher Scientific, Hampton, NH) contendo
leite em pd de 5% e incubada durante a noite em 4°C. O anticorpo secunda-
rio foi um anticorpo anticabra de rabano bravo ligado a peroxidase (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) diluido em 1:5.000. As bandas de proteina
foram visualizadas usando Enhanced Chemiluminescence (Amersham Bios-
ciences, Piscataway, NJ). A carga igual e a transferéncia sdo confirmadas
por detecgao da B-actina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). A proteina MIA re-
combinante humana (peso molecular de 12-kDa) de duas fontes comerciais
é usada como controle positivo (Axxora, LLC, San Diego, CA e ProSpec-
Tany TechnoGene, LTD, Rehovot, Israel).

Ensaio ELISA para MIA: quantidades iguais de melanoma hu-

mano e células de carcinoma coloretais (~250.000 células de cada linhagem
celular) sdo semeadas sobre as placas de cultura de tecido, e o meio de cul-
tura de cada linhagem celular foi coletado 48 horas depois. Os niveis de MIA
em meios de cultura ou plasma sao medido por um kit comercial ELISA de
unica etapa, de acordo com o protocolo do fabricante (Roche Diagnostics
Corporazaon, Indianapolis, IN). As concentragées de MIA nas amostras do
experimento sdo calculadas usando uma curva padrao variando de 3 a 37
ng/mL. Quando a concentragdo de MIA excedeu a concentrag&o-padrao
mais alta, as amostras sao diluidas em 1:5 e analisadas novamente para ter
os resultados incluidos na faixa de variagao linear da curva padrédo. Os da-
dos sdo avaliados utilizando o teste t de Student (distribuicdo de duas cau-
das, variancia desigual de duas amostras), usando P = 0,05 como o nivel da

significancia.
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Analises Estatisticas.

A regressao linear foi executada usando Microsoft Excel (Red-
mond, Washington). O teste t de Student foi usado para medir a significancia
estatistica entre dois grupos de tratamento. Multiplas comparagdes sao fei-
tas usando analise de varidncia de uma via (ANOVA), e o pés-teste compa-
rando diferentes meios de tratamento foi feito utilizando o teste de Student-
Newman Keul (SigmaStat, San Rafael, CA). Para estudos de sobrevivéncia,
o teste de log rank foi usado para determinar a significancia entre as curvas
de sobrevivéncia dos varios tratamentos contra grupos de veiculo (Prisma,
San Diego, CA). Os camundongos sacrificados com uma situagcao de saude
normal ao final do estudo sédo considerados sobreviventes de longo prazo e
censurados nessa analise. As diferengas séo consideradas estatisticamente
significativas em p < 0,05.

Andlise Western Blot da linhagem de células de melanoma.

As linhagens das células de melanoma foram lavadas com PBS
frio, colhidas das placas e lisadas em tampao RIPA (20 mM Tris, pH 8; 135
mM NaCl; 2 mM EDTA pH 8; glicerol a 10%; Triton X-100 a 1%; SDS a
0,1%; desoxicolato de sédio a 0.1%) contendo protease e coquetéis de inibi-
dor de fosfatase (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) e 1 mM PMSF (Sig-
ma) durante 1 hora a 4°C. Os lisados de proteina sdo centrifugados em
14.000 rpm durante 10 minutos e os sobrenadantes resultantes sdo coleta-
dos. O teor de proteina foi determinado usando o ensaio BCA (Pierce Che-
mical Company, Rockford, IL). A proteina total foi submetida a eletroforese
sobre gel de Tris-glicina Novex SDS-PAGE (Invitrogen) e a proteina foi
transferida para membranas de nitrocelulose a 0,45 uM (Invitrogen). Para
detectar niveis de proteina FGFR-1, 2, 3 e 4, a proteina total (100 pg) foi
submetida a eletroforese no gel Tris-glicina Novex SDS-PAGE (Invitrogen) e
a proteina foi transferida para membranas de nitrocelulose a 0,45 pM (Invi-
trogen). As membranas foram bloqueadas em TBS-T (0,1% de Tween 20)
contendo leite em p6 sem gordura a 5% (tampao de blogqueio) por um mini-
mo de 1 hora em 4°C e depois incubado de 3 a 4 horas ou durante a noite

com o anticorpo primario no tampdo de bloqueio (proteina total) ou TBS-T
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filtrado contendo BSA a 5% (fosfoproteina). O anticorpo anti-camundongo ou
anticoelho secundarios no tampao de bloqueio foram incubados durante 1
hora na temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 3 x por 15 mi-
nutos com TBS-T (0,1% de Tween 20) seguido por detecgdo Western ECL
(Amersham Biosciences) depois de exposi¢do a um filme Kodak. A analise
Western blot foi feita com um anticorpo especifico para FGFR-1 (Novus Bio-
logicals ab10646), FGFR-2 (Novus Biologicals ab5476), FGFR3 (Novus Bio-
logicals ab10649) e FGFR-4 (Santa Cruz C-16).

Ensaios clonogénicos.

Os ensaios clonogénicos de sobrevivéncia sdo executados em
uma microplaca com formato de 24 pogos usando um ensaio modificado de
agar-agar macio de duas camadas. Resumidamente, a camada de fundo
consiste de 0,2 mL / pogo do meio Modificado da Dulbecco de Iscoves (Invi-
trogen), complementado com soro fetal de bezerro a 20%, gentamicina a
0,01% p/v e agar-agar a 0,75%. A linhagem de células de melanoma huma-
no & propagada em passagens seriais como xenoenxertos de tumor humano
sélido que crescem subcutaneamente em camundongos NMRI nu/nu. As
suspensodes de célula Unica sdo geradas por desagregagao mecéanica e sub-
sequente incubacdo com a digestdo por enzima consistindo na colagenase
tipo IV (41 U/mL, Sigma), DNase | (125 U/mL, Roche) e hialuronidase tipo lli
(100 U/mL, Sigma), no meio RPMI 1640 (Invitrogen), aem 37°C durante 30
minutos. As células sdo passadas por peneiras de 200 ym e 50 ym de ta-
manho de rede e lavadas duas vezes com PBS estéril. As células (1,5x1 0%a
6x10%) sdo isoladamente semeadas no meio de cultura complementado com
agar-agar a 0,4% e plaqueadas sobre uma camada de base e exposta a di-
versas concentragdes do Composto 1, depois incubadas a 37°C e gas car-
bbénico a 7,5% em uma atmosfera umedecida por 8 a 20 dias. As células sao
controladas microscopicamente em relagéo ao crescimento de coldnia (dia-
metro de > 50 ym). No momento da formagao maxima de coldnia, as conta-
gens sao realizadas com um sistema automatico de analise de imagem

(OMNICON 3600, Biosys GmbH).
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Os efeitos do farmaco sdo expressos em termos da percenta-
gem de formacgao de coldnia, obtidos pela comparagio do nimero médio de
colbénias nos pogos tratados & contagem média de coldnias de controle ndo-
tratadas (as contagens relativas de colénia sdo tragadas em grafico como o
teste/controle, valor T/C [%]). Os valores de ECsq., EC7o. € de ECg. sd0 con-
centragbes do farmaco necessarias para a inibicido da formagdo de colbnia
em 50%, 70% e 90% respectivamente. Como o controle positivo de cada
experimento, 5-FU (Medac) em uma concentragdao de 1000 ug/mL foi usado
para atingir uma sobrevivéncia de col6nia de < 30% do controle.

Ensaios in vivo de angiogénese em Matrigel mediados por FGF.

Resumidamente, uma mistura de 0,5 mL de Matrigel (Becton
Dickinson, Bedford, MA) e 2 ug de bFGF bovino (Chiron Corporazéaon; E-
meryville, CA) foi implantada subcutaneamente em camundongos BDF1 fé-
meas (Charles River, Wilmington, MA). O veiculo ou o Composto 1 foram
fornecidos oralmente, diariamente durante 8 dias depois da implantagdo do
Matrigel. A formagéo de vaso sanguineo foi quantificada medindo niveis de
hemoglobina nas tomadas de Matrigel depois da sua remo¢éo dos animais.
O teor de hemoglobina foi medido pelo procedimento de Drabkin (Sigma Di-
agnostics, St. Louis, MO) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Animais.

Os camundongos fémeas Nu/Nu imunodeficientes (4 a 8 sema-
nas) obtidos de Charles River Laboratories, Inc (Wilmington, MA) s3o alojado
em uma instalagcio de barreira em jaulas com filtros superiores estéreis com
ciclos claros/escuros de 12 horas e alimentados a comida de roedor e agua
estéreis a vontade. Os camundongos sao implantados com chips ID subcu-
tdneo quando da chegada e depois passam pelo menos 7 dias da aclimati-
zacao antes do inicio do estudo. Todos os estudos dos animais sao condu-
zidos em uma instalagdo acreditada pela Associagao Internacional de Avali-
acdo e Acreditagdo de Cuidado dos Animais de Laboratoério e de acordo com
todas as orientagbes do Comité Institucional de Cuidado e Uso dos Animais
e o Guia de Cuidado e o Uso de Animais de Laboratério (National Research

Council).
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Cultivo de célula para estudos de eficacia in vivo.

A linhagem celular de melanoma humano A375M foi cultivada
para 6 passagens no meio EMEM com FBS a 10%, vitaminas a 1%, aminoa-
cidos nao-essenciais (NEAAs) e piruvato-Na em 37°C em uma atmosfera
umedecida com CO; a 5%. A linhagem celular de melanoma humano CHL-1
foi cultivada para 6 passagens no meio DMEM com a baixa glutamina + FBS
a 10% em 37°C em uma atmosfera umedecida com CO, a 5%.

Eficacia in vivo do agente unico Composto 1 em modelos A375
(mutante B-Raf) e CHL-1 (tipo selvagem B-Raf).

No dia da implantacao das células de tumor, as células tumorais
foram colhidas e resuspendidas em HBSS (células A375) ou HBSS+ a 50%

mais Matrigel a 50% (células de CHL-1; Becton Dickenson and Company,

Franklin Lakes, NJ) em 2,5 x 107 células/mL. As células sdo inoculadas sub-
cutaneamente no flanco direito a 5 x 10° células/200 pL/camundongo.

Quando o volume médio do tumor atingiu ~200 mm? (12 a 15 di-
as depois da inoculagdo das células), os camundongos sado espalhados a-
leatoriamente em grupos de 9 ou 10 baseado no volume do tumor e adminis-
trados ou o veiculo ou o Composto 1 em 10, 30, 60 ou 80 mg/kg por via oral
diariamente. Os tamanhos de grupo sdo de 9 animais por grupo (estudo
A375) ou 10 animais por grupo (estudo CHL-1). O Composto 1 (batelada 41)
foi formulado em citrato a 5 mM. Os volumes do tumor e o peso corporal sao
avaliados 2 a 3 vezes semanalmente usando o software Study Director 1.4
(Studylog Systems, Inc. So. Sdo Francisco, CA). As medigbes do calibre dos
tumores s3o convertidas no volume médio do tumor (mm?) utilizando da for-
mula: % [comprimento (mm) x largura (mm)J?). A inibigdo do crescimento de
tumor (TGI) foi calculada como [1-T/C] x 100% onde T = significa o volume
de tumor do grupo de teste C = significa o volume do tumor do grupo de con-
trole (estudos de agente unico). Comparagdes do volume médio do tumor no
tratamento contra o grupo do veiculo foram avaliadas utilizando o teste t de
duas caudas de Student (software Excel).

No estudo CHL-1, os niveis plasmaticos do marcador de mela-

noma, a proteina inibidora da atividade do melanoma (MIA) secretada por
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células do melanoma, sdo também medidos.

Estudos de Eficacia in vivo da combinacdo Composto 1 + Car-

boplatina + Paclitaxel:

Camundongos nu/nu fémeas (idade 6-8 semanas) sao inocula-
dos subcutaneamente no flanco direito dos camundongos com 3x10° células
A375M ou CHL-1 (5 x 10° células com 50% Matrigel/0,1 mL / camundongo).
Os tratamentos s&o iniciados quando o volume médio do tumor foi de 200 a
250 mm? (dia 0 do estudo; camundongos/grupos de n= 10). Os tratamentos
consistiram em qualquer veiculo de farmaco sozinho, qd; carboplatina (50
mg/kg) + paclitaxel (20 ou 25 mg/kg; 1x/semana x 4 semanas); Composto 1
(30 ou 50 mg/kg); qd para 4 semanas ou terapia de combinagdo do Compos-
to 1 e carboplatina + paclitaxel (nas doses indicadas; dia 1).

Os volumes de tumor e o peso corporal sdo avaliados 2 a 3 ve-
zes semanalmente usando o software Study Director 1.4 (Studylog Systems,
Inc., So. San Francisco, CA). As medi¢cdes de calibre de tumores sdo con-
vertidas no volume médio do tumor (mm?3) utilizando da férmula: ¥ [compri-
mento (mm) x largura (mm))?). A inibigdo do crescimento do tumor (TGI) foi
calculada [1-{(volume médio do tumor do grupo tratado - volume de tumor no
grupo aleatorio) / volume médio do tumor do grupo de controle - volume de
tumor no grupo aleat6rio} x 100. O TGl foi calculado quando o volume médio
do tumor do veiculo foi de aproximadamente 1500 a 2000 mm?>. As respos-
tas foram definidas como ou uma resposta completa (CR, nenhum tumor
mensuravel) ou uma resposta parcial (PR, redugao de volume de tumor de
50% a 99%) em comparagao ao volume de tumor de cada animal no inicio
do tratamento.

Os efeitos sinergisticos foram definidos quando a proporgao da
inibicdo esperada% de crescimento de tumor pela terapia de combinagao
[(%T/Cexp =%T/C tratamento 1 x%T/C tratamento 2) dividido pelo% observa-
do T/C (%T/Ceps) No tratamento de combinagao] foi > 1. Os efeitos aditivos
foram definidos quando%T/Cexp /% T/Cobs = 1, € 0 antagonismo quan-

dOO/OT/Cexp /O/O T/CObS < 1 (39).
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Teste ELISA de captura da célula FGF-R.

Dia 1. Semeadura de célula: as células HEK293 foram tripsini-

zadas, e contadas usando um contador CASY (Scharfe System) e 10* célu-
las/pogo foram plagueadas na microplaca de 96 pogos (TPP n° 92096), em
100 yuL de DMEM 4,5 g/L de glicose, FBS a 10%, 1% de L-glutamina. As cé-
lulas foram incubadas 24 h em 37°C, CO; a 5%.

Dia 1. Transfecgdo de célula e revestimento de placas de expe-
riéncia: as células de HEK293 sao transfectado com pcDNA3.1-FGF-R1,
pcDNA3.1-FGF-R2, pcDNA3.1-FGF-R3, pcDNA3.1-FGF-R4 ou vetores
pcDNA3.1 usando reagente Fugene-6 (Roche n°11814443001) como se se-
gue, reagente Fugene-6 (0,15 ulL/pogo) foi primeiro mistura com Optimem |
(Gibco n°® 31985-047) (5 pylL/pogo) seguido por adicdo de vetor DNA (0,05 p
g/poco). Esta mistura foi incubada 15 min na temperatura ambiente. 5,2 pyL
desta mistura sao posteriormente acrescentados sobre as células. As células
foram incubadas por 24 h em 37°C, CO; a 5%. Uma microplaca de 96 pogos
FluoroNunc (Maxisorp F96 preto, Nunc n® 437111A) foi coberta de 2 pg/ml
de a-FGF-R1 AB (R&D Sistemas n° MAB766), a-FGF-R2 AB (R&D Sistemas
n° MAB665), a-FGF-R3 AB (R&D Sistemas n° MAB766) ou a-FGF-R4 AB
(R&D Sistemas n° MAB685) AB. A placa FluoroNunc foi incubada durante a
noite em 4°C.

Dia 3. Diluicdes compostas, tratamento de célula e processa-
mento de célula: a placa coberta do FluoroNunc foi lavada 3 x com 200 uL
de PBS/0 contendo Tween® 20 a 0,05% (Sigma n° P-1379), e bloqueado por
2h na temperatura ambiente com 200 uL/poco de PBS/0 contendo Tween®
20 a 0,05%, Bloco Superior de 3% (VWR-internacional n°® 232010). A placa
foi posteriormente lavada 3 x com 200 uL de PBS/0 contendo Tween® 20 a
0,05%. As diluigdes seriais do composto (estoque a 10 mM) foram realizadas
primeiramente em DMSO (Serva n° 20385). A etapa de diluigéo final foi feita
no meio de crescimento para atingir DMSO de 0,2% nas células. 11,5 pL de
cada diluicdo foram adicionados sobre células em triplicatas. O tratamento
foi realizado por 40 min em 37°C. As células foram lisadas em 100 yL/pogo
tampéo de lise para ELISA (50 mM de Tris de pH 7,5, NaCl a 150 mM, EG-
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TA a 1 mM, EDTA a 5 mM, Triton de 1%, 2 mM vanadato de Na, 1 mM
PMSF e coquetel de inibidores de protease Roche n° 11873580001), e 50 pyL
do lisado de célula é transferido para a placa coberta do FluoroNunc. A placa
coberta entdo foi incubada por 5 h em 4°C. A placa foi lavada 3 x com 200
pL/pogo de PBS/0 contendo Tween® 20 a 0,05%. a-pTyr-AP AB (Zymed
PY20 n°® 03-7722) (1:10.000 em TopBlock a 0,3% / PBS / Tween® 20 a
0,05%) foi acrescentado em 50 uL/pogo. A placa foi incubada durante a noite
em 4°C, selada com selante Thermowell®.

Dia 4. Revelacao do ensaio: a placa FluoroNunc foi lavada 3 x
com 200 uL de PBS/0 contendo Tween® 20 a 0,05%, e 1 x com H20. 90 pyL
de CDP-Star (Applied Biosystems n° MS1000RY) foram adicionados sobre

cada um pogo. A placa foi incubada 45 min no escuro, na temperatura ambi-

ente e a luminescéncia foi depois medida usando o luminédmetro TOP Count
NXT (Packard Bioscience).

RESULTADOS.

O Composto 1 Demonstra Potente Inibicdo da Atividade da Qui-
nase FGFR.

A especificidade do Composto 1 foi testada contra uma lista de

diversas RTKs usando ensaios de ligagcdo competitivos com ATP com enzi-
mas purificadas tais como descrito acima. O Composto 1 foi encontrado co-
mo sendo altamente potente contra uma faixa de quinases, incluindo a FLT3
(1 nM) com a atividade nanomolar contra ¢c-KIT (2 nM), VEGFR1/2/3 (10
nM); FGFR1/3 (8 nM); o PDGFRR (27 nM) e CSF-1R (36 nM) (Ver Tabela
1A). Para confirmar a seletividade contra as RTKs Classes Ill, IV e V, o
Composto 1 foi testado contra outras quinases nos caminhos PI3K/Akt e
MAPK(K) e foi encontrado como tendo atividade insignificante (ICso > 10 pM)
(Ver Tabela 1A).
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Tabela 1A. Atividade da 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil piperazi-

nil-1)-1H-benzimidazolil-2] quinolinona-(1H)-2 contra varias RTKs.

RTK 1Cs0 (M)
FLT3 0,001
c-KIT 0,002

CSF-1R 0,036
FGFR1 0,008
FGFR2 0,05
FGFR3 0,009
FGFR4 3

VEGFR1/FIt1 0,01

VEGFR2/Flk1 0,013

VEGFR3/Flt4 0,008

PDGFRB 0,027
PDGFRa 0,21
TIE2 4

A atividade quinase de diversas quinases da proteina tirosina foi
medida usando os procedimentos apresentados acima para os Compostos 2
e 3 para fornecer os valores de ICsq mostrados na Tabela 1B.

Tabela 1B. ICso dos Compostos 2 e 3.

ICs0 (UM)
Composto VEGFR fit | VEGFR flk1 | bFGFR | PDGFR | FIit3 c-kit
Composto 2 | 0,004 0,009 0,005 0,010 0,0004 | 0,0002
Composto 3 | 0,019 0,012 0,019 0,037 0,0001 | 0,0002

Expressdo de FGFR1-4 em células humanas de melanoma. Os

niveis de proteina FGFR1-4 sdo examinados em uma lista de tecidos de tu-

mor de melanoma primario humano (Oncotest de tumores: 1341/3, 1765/3,
276/7, 462/6, 514/12, 672/3, 989/7) e linhagem de células (CHL-1, HMCB,
SK-Mel-2, A375M, G361, SK-Mel-28, SK-Mel-31) para representar a expres-

sdo relativa do perfil de quatro receptores FGF pela analise Western (Figura

1). A especificidade do anticorpo para cada FGFR foi confirmada usando
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lisado de proteina das células T FGFR™ 293 transitoriamente expressadas
expressando cada FGFR (dados ndo-mostrados).

Como mostrado na Figura 1, todas as células de melanoma ex-
pressaram um modelo diferencial das FGFRs nas células. Niveis apreciaveis
de FGFR1 (exceto SK-Mel-28), FGFR2 (exceto MEXF 462), FGFR3 (exceto
G361) foram encontrados em células de melanoma. A expressdo da FGFR4
foi ligeiramente mais inconsistente com altos niveis de FGFR4 expressados
nas CHL-1, HMCB, A375M, G361, niveis intermediarios nas 276/7, 514/12,
672/3, 989/7, niveis baixos nas SK-Mel-2, 462/6, 1765/3, e nenhum nivel
detectavel nas SK-Mel-28, SK-Mel-31 e 1341/3.

Avaliacdo clonogénica in vitro do Composto 1 contra células tu-

morais de melanoma.

Avaliamos a atividade clonogénica do Composto 1 em agar-agar
macio contra sete tecidos de melanomas primarios ex vivo: 1341/3, 1765/3,
276/7, 462/6, 514/12, 672/3, 989/7. Nestes experimentos, as células tumo-
rais foram expostas a diversas concentragées do Composto 1 em um faixa
de variagéo de concentragdo de 0,001 nM a 10 uM. As respostas de farmaco
foram avaliadas dos valores relativos de ECs (ver Tabela 2). A sensibilidade
geral ao Composto 1 foi da ordem de: 1765/3 (2,568 uM)> 989/7 (2,54 uM)>
1341/3 (2,24 pyM)> 672/3 (1,67 uM)> 276/7 (1,14 uM)> 514/12 (1,05 pM)>
462/6 (0,70 puM).

Tabela 2: Avaliacdo Clonogénica do Composto 1 Contra Células

tumorais de Melanoma.

MEXF ICs0
1765/3 2,58
989/7 2,54
1341/3 2,24
672/3 1,67
276/7 1,14
514/12 1,05
462/6 0,70

Inibicdo da angiogénese mediada por FGF in vivo pelo Compos-

to 1. Para determinar se o Composto 1 pode inibir a angiogénese mediada

por bFGF in vivo, os seus efeitos sdo avaliado em um modelo de implante
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em Matrigel dirigido por bFGF. A neovascularizagdo marginal foi observada
com o Matrigel sozinho (sem suplemento de bFGF), entretanto a adicdo nos
implantes subcutadneos de bFGF em Matrigel resultou em uma indugao signi-
ficante da neovascularizagédo, determinado pela quantificagdo dos niveis de
hemogiobina nos tampdes de Matrigel (Figura 2). O tratamento diario do
Composto 1 em doses de 3 a 100 mg/kg durante 8 dias resultou em uma
inibicdo dependente da dose da neovascularizagdo direcionada pela bFGF
(ICs0 de 3 mg/kg). Todas as doses resultaram em uma redugdo estatistica-
mente significativa em comparagdo com o veiculo (p < 0,05). De modo inte-
ressante, todas as doses > 10 mg/kg foram menos do que o nivel basal de
hemoglobina observado com implante de Matrigel ndo-complementado, cla-
ramente indicando que o Composto 1 inibe fortemente a angiogénese dirigi-
da pela bFGF in vivo.
Estudos de Eficacia Antitumoral do Composto 1.

A atividade do Composto 1 como agente unico ou em combina-
¢do com a carboplatina + paclitaxel foi nivelada em dois modelos de tumor
de melanoma com perfis semelhantes de expressdo da FGFR mas diferen-
ciando-se nos seus estados mutacionais da B-Raf (mutante A375M B-Raf e
tipo selvagem CHL-1 B-Raf).

Atividade de Composto 1 como um agente Unico no modelo de

melanoma A375.

O Composto 1 demonstrou inibigdo significante sobre o cresci-
mento de tumor no modelo de xenoenxerto subcutaneo de melanoma huma-
no A375M em camundongos Nu/Nu. A analise do crescimento primario do
tumor é mostrada na Figura 3. Existiu uma diferenga significativa no cresci-
mento médio de tumor no grupo de 80 mg/kg em comparagdo com o grupo
do veiculo nos dias 3, 5, 21 e 25 de dosagem. A percentagem de inibigdo de
crescimento de tumor (TGI) esta baseada nos volumes de tumor no dia 25. A
administracdo oral do Composto 1 com 10, 30, 60 e 80 mg/kg resultou em
TGl de 28%, 45%, 58% e 69%, respectivamente. Nenhuma perda de peso
corporal significativa (nenhuma perda de peso corporal maior do que apro-

ximadamente. 5%) ou outros sinais clinicos de toxicidade foram observados
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em qualquer grupo.
Atividade do Composto 1 como um agente tinico no modelo de

melanoma CHL-1.

O Composto 1 demonstrou a inibigéo significativa do crescimen-
to de tumor sobre o modelo de xenoenxerto subcutaneo de melanoma hu-
mano CHL-1 em camundongos Nu/Nu. A analise do crescimento primario do
tumor é mostrada na Figura 4. Houve uma diferenca significativa no cresci-
mento de tumor médio nos grupo de 30, 60 e 80 mg/kg em comparagdo com
o grupo do veiculo de dias 8 a 25 da dosagem. A percentagem de TGI esta
baseada nos volumes de tumor no dia 25. A administragéo oral de Composto
1 em 10, 30, 60 e 80 mpk resultaram em TGl de 64%, 73%, 89% e 87%,
respectivamente. Nenhuma perda de peso corporal significante (nenhuma
perda de peso corporal maior do que aprox. 5%) ou outros sinais clinicos da
toxicidade sdo observados em qualquer grupo.

Os niveis plasmaticos de MIA sdo avaliados nos dias O, 8 e 22
no veiculo, nos grupos de 30 mg/kg e 80 mg/kg (dados ndo-mostrados). Os
niveis de MIA no dia 0 em todos os grupos estdo abaixo do limiar da detec-
c¢éo. Pelo dia 8, os niveis de MIA no grupo do veiculo tinham subido a 7,7
ng/mL, enquanto que os niveis de MIA nos grupos tratados foram indetecta-
veis. Os volumes de tumor e os niveis de MIA foram também baixos em re-
lacdo ao grupo do veiculo no dia 22. Além disso, os niveis plasmaticos de
MIA s&o baixos (isto €, indetectaveis) nos animais tratados nos dias 8 e 22 e
mais altos nos controles do veiculo.

Atividade do Composto 1 em combinagdo com Carboplatina +

Paclitaxel.

No modelo de melanoma A375M, diariamente a dosagem do
Composto 1 sozinho produziu a inibigao significativa de crescimento do tu-
mor que foi estatisticamente diferente do tratamento com veiculo (TGl de
74%, p < 0,05). Semanalmente a carboplatina (50 mg/kg) e o paclitaxel (20
mg/kg) produziram um TGl de aproximadamente 45%; (Figura 5 e Tabela 3).
O tratamento combinado do Composto 1 e carboplatina + paclitaxel aumen-

tou a atividade antitumoral (TGl de 94% contra o veiculo, p < 0,001) com
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respostas parciais 1/10 observadas nesse grupo de tratamento e foi superior
as monoterapias. A terapia de combinagdo do Composto 1 (50 mg/kg) com a
carboplatina + paclitaxel era geraimente bem tolerada com perda de peso
corporal < 5% (BWL) observado nos agentes Unicos e nos grupos de combi-
nagao e analisados como uma resposta aditiva (ver Tabelas 2/3, isto é, es-

perado/observado (E/O) aproximadamente 1).
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Inibigdo de crescimento de tumor (TGI) = [1-{(volume médio do
tumor, TV do grupo tratado - volume do tumor aleatério) / (volume médio do
tumor do grupo de controle - volume de tumor aleatério)} x 100]; BAR = des-
perto, vigilante, responsivo; BWL = perda de peso corporal; teste estatistico
= analise de variancia de uma via de Kruskal-Wallis de Ranks/Dunn; Res-
postas = CR (resposta Completa, nenhum tumor mensuravel), ou PR (res-
posta parcial, redu¢do de volume de tumor de 50% a 99% em comparagao
ao volume de tumor de cada animal em iniciagdo de tratamento); resposta
aditiva = razao de E/O de 1,0.

As terapias de combinagdo de carboplatina + paclitaxel s&o
também avaliadas no modelo CHL-1. Como visto na Figura 6 e na Tabela 4,
a inibicdo do tumor com a dosagem didria do Composto 1 (30 mg/kg) + se-
manalmente a dosagem de carboplatina (50 mg/kg) + paclitaxel (25 mg/kg)
foi significativamente aumentada (TGl de 84%) em comparagdo a agentes
unicos. A terapia de combinagdo do Composto 1 e carboplatina + paciitaxel
foi bem tolerada e significativamente diferente da carboplatina + paclitaxel (p
< 0,05 ANOVA/de Dunn), mas ndo o Composto 1 (30 mg/kg, gd) sozinho (p
< 0,05, teste t). Entretanto, em analises mais detalhadas de respostas do
farmaco, foi observada uma resposta maior do que a resposta aditiva (insi-
nuagao de sinergia) com o Composto 1 + carboplatina + paclitaxel no mode-
lo de melanoma CHL-1 (E/O > 1).
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Inibigao de crescimento de tumor (TGI) = [1-{(volume médio do
tumor, TV de grupo tratado - volume de tumor aleatorio) / volume médio do
tumor de grupo de controle - volume de tumor aleatério} x 100]; BAR = des-
perto, vigilante, responsivo; BWL = perda de peso corporal; Kruskal-Wallis
de Uma Via ANOVA em Ranks/Dunn; E/O = 1 (resposta aditiva). E/O > 1
(sinergistica).

Ensaio ELISA de captura da célula FGF-R.

Como mostrado abaixo na Tabela 5, o Composto 1 inibe a fosfo-

rilagao celular dos receptores da FGF bem como outras quinases de tirosina.
Tabela 5. Composto 1 Inibe a Fosforilacdo Celular dos Alvos

RTK.
, TKI258
Alvo Linhagem celular nM 1Csg
HEK293
FGFR1 Transfectada 166
HEK293
FGFR2 Transfectada 78
HEK293 55
FGFR3KB50E* [Transfectada
HEKZ293
FGFR4 Transfectada 1915
FLT3 RS4:11 AML 500
FLT3-ITD MV4;11 AML 1a5b
VEGFRA1 |I?)I:]/|12L4a do Co- < 50
EGFR2 HMVEC <10
PDGFRb IP;?}/I12L4a do Co- < 50

*FGFR3K650E é uma mutacéo de ativagao vista em um subcon-
junto de pacientes de mieloma multiplo.

Outros compostos da Estrutura |, tais como os compostos da
Estrutura IB, e IC foram preparados tal como descrito acima. Os estudos
usando esses compostos podem ser realizados utilizando a metodologia
descrita acima para o Composto 1. Esses estudos mostrardo que esses
compostos também sdo Uteis no tratamento do melanoma, em camundon-

gos, humano, e outros pacientes mamiferos.
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Todas as publicagdes, aplicagdes Pedidos de Patentes, Paten-
tes Emitidas, e outros documentos referidos neste Relatério Descritivo sao
aqui incorporados pela referéncia como se cada publicagdo individual, Pedi-
do de Patente, Patente Emitida, ou outro documento, foi especificamente e
individualmente indicado para ser incorporado em sua totalidade pela refe-
réncia. As definicdes que estao contidas no texto incorporado pela referéncia
sao excluidas até o ponto que elas contradizem as definigbes da presente
descrigao.

Entende-se que a invengdo ndo esta limitada as modalidades
aqui apresentadas como ilustragdo, mas abarca todas tais formas da mesma

conforme esteja dentro do alcance do presente documento.



REIVINDICAGOES
1. Uso de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um com-
posto de Estrutura |, um tautdbmero do composto, um sal farmaceuticamente
aceitavel do composto, um sal farmaceuticamente aceitavel do tautémero,
5 ou uma mistura dos mesmos, em que o composto da Estrutura | &:
A

/

=

em que,
A é um grupo selecionado de
" Y e O
-§-N N—R' ou -§ d
\_/ .
R' & selecionado de H ou grupos alquila de cadeia reta ou rami-
ficada possuindo de 1 a 6 atomos de carbono,

10 referido uso sendo caracterizado pelo fato de ser para a prepa-

racao de um medicamento para tratamento de melanoma.
2. Uso de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato

de que R’ é um grupo metila, e o composto da Estrutura | tem a Estrutura IA:

/ N\
N N—CH,
F NH, N\ \ /
NN

o

Iz

IA

3. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
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de que R' é um hidrogénio, e o composto da Estrutura | tem a Estrutura IB:

/

Iz
o)

IB

4. Uso de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato

de que R' & um grupo metila, e o composto da Estrutura | tem a Estrutura IC:

N N——CH,

/

IC

5. Uso de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado pelo fato
de que trata-se do sal de lactato do composto da Estrutura |, ou tautdbmero
do mesmo.

6. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que o medicamento é direcionado a pacientes humanos.

7. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que o melanoma foi metastasiado.

8. Uso de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado pelo fato
de que o melanoma é o melanoma de extensao superficial, 0 melanoma no-
duloso, o melanoma acral lentiginoso, o melanoma lentigo maligno, ou o me-

lanoma lentinginoso da mucosa.
9. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato

de que o melanoma é cutaneo ou extracutaneo.
10. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato

de que o melanoma é intraocular ou um sarcoma de célula clara de tecidos
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mols.

11. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que também compreende o uso de um ou mais farmacos anticancer para
o tratamento do melanoma.

12. Uso de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pelo fa-
to de que um ou mais farmacos anticancer sao selecionados do grupo con-
sistindo na alquilacdo de farmacos anticancer, nitrosoureias, taxanos, alca-
loides da vinca, inibidores da topoisomerase, antibidticos anticancer, e far-
macos anticancer a base de platina.

13. Uso de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pelo fa-
to de que um ou mais farmacos anticaAncer sao selecionado do grupo consis-
tindo em dacarbazina, temozolomida, carmustina, lomustina, fotemustina,
paclitaxel, docetaxel, vinblastina, irinotecano, talidomida, estreptozocina,
dactinomicina, mecloretamina, cisplatina, e carboplatina, mesilato de imata-
nib, sorafenib, sutent, ou erlotinib.

14. Uso de acordo com a reivindicag¢do 11, caracterizado pelo fa-
to de que um ou mais farmacos anticancer séo selecionados do grupo con-
sistindo de interferons e interleucina-2.

15. Uso de acordo com a reivindica¢do 11, caracterizado pelo fa-
to de que um ou mais farmacos anticancer séo selecionados do grupo con-
sistindo de interferon alfa-2a, interferon alfa-2b, interferon alfa-2b PEG-lado,
e interleucina 2.

16. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que a quantidade terapeuticamente eficaz dos compostos varia de apro-
ximadamente 0,25 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg.

17. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que a quantidade terapeuticamente eficaz dos compostos varia de apro-
ximadamente 25 mg/dia a aproximadamente 1.500 mg/dia.

18. Uso de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato
de que a quantidade terapeuticamente eficaz dos compostos varia de apro-
ximadamente 100 mg/dia a aproximadamente 600 mg/dia.

19. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato



de que o melanoma expressa o receptor 1, 2, 3 e/ou 4 do fator de cresci-
mento de fibroblasto.

20. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que o melanoma expressa o Raf tipo selvagem, o Raf mutante, o Ras tipo
selvagem, o Ras mutante, o c-Kit tipo selvagem ou o c-Kit mutante.
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FIG. 3
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RESUMO

Patente de Invengédo: "USO DE COMPOSTOS, TAIS COMO 4-
AMINO-5-FLUORO-3-[6-(4-METIL PIPERAZINIL-1)-1H-BENZIMIDAZOLIL-
2] QUINOLINONA-(1H)-2 E TAUTOMEROS, SAIS, E MISTURAS DOS
MESMOS NO PREPARO DE MEDICAMENTOS PARA O TRATAMENTO
DO MELANOMA".

A presente invengao refere-se aos métodos de tratamento do
melanoma os quais incluem a administragdo de um composto da Estrutura
(), um tautdbmero do composto, um sal farmaceuticamente aceitavel do
composto, um sal farmaceuticamente aceitavel ou tautdbmero, ou uma mistu-
ra dos mesmos a um paciente. O composto, tautdmero, o sal do composto, o
sal do tautdmero, ou a mistura dos mesmos podem ser usados para prepa-
rar medicamentos para tratar o cancer metastasico. A variavel A possui os
valores aqui definidos.
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