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RESUMO

“3-(Imidazolil) -pirazolo[3,4-b]lpiridinas”

Proporcionam-se compostos que atuam como antagonistas
potentes do recetor CCR1 e que possuem atividade anti-
-inflamatéria in vivo. 0Os compostos sdo derivados de
3-imidazolil-pirazolo[3,4-blpiridina e s&do uteis em
composicées farmacéuticas, em métodos para o tratamento de
doencas mediadas por CCR1 e como controles em testes para
identificacdo de antagonistas competitivos do CCRI.
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DESCRICAO
“3-(Imidazolil) -pirazolo[3,4-b]lpiridinas”
Antecedentes do Invento

O presente invento proporciona compostos, composicdes
farmacéuticas que contém um ou mais desses compostos ou de
seus sais farmaceuticamente aceitédveis, que sdo eficazes na
inibicdo da ligacdo de varias guimiocinas, tais como MIP-1lu,
leucotactina, MPIF-1 e RANTES, ao recetor CCRI1. Como
antagonistas ou moduladores para o recetor CCR1, os compostos
e composicdes possuem utilidade no tratamento de doencas e
condicdes de problemas inflamatdé4rios e imunes.

A salde humana depende da capacidade do corpo detetar e
destruir patogenos estranhos que possam, de outro modo, retirar
recursos valiosos do individuo e/ou induzir a doenca. O sistema
imunitdrio, gque compreende leucdbdcitos (gldébulos brancos
sanguineos (WBC): linfdécitos T e B, mondbébcitos, granuldcitos
macrbébfagos, células NK, mastdécitos, células dendriticas, e
células imunes derivadas (por exemplo, osteoclastos)), tecidos
linféides e vasos linfaticos, é o sistema de defesa do corpo.
Para combater a infecdo, o0s glbébulos brancos sanguineos
circulam pelo corpo para detetar patogenos. Uma vez detetado
um patogeno, as células 1imunes inatas e as células T
citotdéxicas em particular sdo recrutadas para o local da
infecdo para destruirem o patogeno. As quimiocinas atuam como
sinalizadores moleculares para o recrutamento e ativacdo de
células imunes, tais Ccomo linfécitos, mondécitos e
granuldécitos, identificando locais onde existem patogenos.

Contrariamente a regulacdo de patogenos do sistema
imunitério, pode desenvolver-se uma certa sinalizacéo
inadequada de quimiocina e atribuiu-se ao dispontar ou ao
prolongar de distUrbios inflamatdérios, tais como artrite
reumatbdide, esclerose multipla e outros. Por exemplo, na
artrite reumatdide, a acumulacdo desregulada de gquimiocina nas
articulacdes désseas atrai e ativa macréfagos e células T
infiltradas. As atividades dessas células induzem a
proliferacdo de células sinoviais que conduzem, pelo menos em
parte, a inflamacdo e a eventual perda déssea e de cartilagem
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(ver, DeVries, M.E., et al., Semin Immunol 11(2):95-104
(1999)). Um elemento distintivo de algumas doencas
desmielinizantes como a esclerose miltipla é o recrutamento de
monécitos/ macrbdéfagos e células T mediado por quimiocinas para
0 sistema nervoso central (ver, Kennedy, et al., J. Clin.
Immunol. 19(5):273-279 (1999)). O recrutamento de quimiocina
de gloébulos brancos sanguineos destrutivos para transplantes
foi implicado na sua subsequente rejeicdo. Ver, DeVries, M.E.,
et al., 1ibid. Dado que as quimiocinas desempenham um papel
fulcral na inflamacdo e no desenvolvimento de linfdécitos, a
capacidade de manipular especificamente a sua atividade tem um
enorme impacto na melhoria e combate de doencas gque vulgarmente
ndo tém nenhum tratamento satisfatério. Também, a rejeicdo de
transplantes pode ser minimizada sem os efeitos generalizados
e complicados de féarmacos imunossupressores dispendiosos.

As quimiocinas, um grupo de mais de 40 pequenos péptidos
(7-10 kD), ligam recetores expressos principalmente em
glébulos brancos sanguineos ou em células derivadas imunes, e
sinalizam através de cascatas de sinalizacdo de proteina G
acoplada para mediar as suas funcdes quimiocatratoras e
quimioestimulantes. 0Os recetores podem ligar mais do gque um
ligando; por exemplo, o recetor CCR1 liga RANTES (normalmente
expressa e segregada por células T, regulada na ativacédo),
MIP-la (proteina inflamatdéria de macrdfagos), MPIF-1/CKR8, e
gquimiocinas de leucotactina (entre outras com menores
afinidades). Até a data conhecem-se 24 recetores de guimiocina.
O numero absoluto de quimiocinas, recetores de ligacdo a varios
ligandos e diferentes perfis de recetores nas células imunes
permitem  respostas imunes especificas e rigorosamente
controladas. Ver, Rossi, et al., Ann. Rev. Immunol. 18(1):217-
242 (2000). A atividade das quimiocinas pode ser controlada
através da modulacdo dos seus recetores correspondentes,
tratando doencas inflamatdérias e imunoldgicas relacionadas e
permitindo os transplantes de 6rgdos e de tecidos.

O recetor CCR1 e os seus ligandos quimiocinas, incluindo,
por exemplo, MIP-la, MPIF-1/CKR8, leucotactina e RANTES,
representam importantes alvos terapéuticos (ver, Saeki, et
al., Current Pharmaceutical Design 9:1201-1208 (2003)) uma vez
que foram implicados na artrite reumatoide, rejeicdo de
transplantes (ver, DeVries, M.E., et al., ibid) e esclerose
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multipla (ver, Fischer, et al., J Neuroimmunol. 110(1-2):195-
208 (2000); Izikson, et al., J. Exp. Med 192(7):1075-1080
(2000); e Rottman, et al., Eur. J. Immunol. 30(8):2372-2377
(2000) . De facto, descobriram-se anticorpos bloqueadores de
funcdo, ligandos de recetor de qguimiocina modificados e
pequenos compostos orgédnicos, alguns dos quais demonstraram
prevenir ou tratar com sucesso algumas doencas mediadas por
quimiocinas, (revisto em Rossi, et al., ibid.). Curiosamente,
num modelo experimental de artrite reumatoide, o
desenvolvimento da doenca diminui gquando se administra um
ligando RANTES modificado, blogueador de sinalizacdo (ver,
Plater-Zyberk, et al., Immunol Lett. 57(1-3):117-120 (1997)).
Embora as terapias com anticorpo bloqueador de funcdo e com
pequenos péptidos sejam promissoras, estas sofrem de riscos de
degradacédo, tempos de semivida extremamente curtos uma vez
administrados, e custos proibitivos de desenvolvimento e
fabrico, caracteristicos da maioria das ©proteinas. Sé&o
preferiveis o0s pequenos compostos orgdnicos, uma vez Jgue
possuem frequentemente tempos de semivida mais longos in vivo,
requerem menos doses para serem eficazes, podem frequentemente
ser administrados oralmente e, consequentemente, sd0 menos
dispendiosos. Anteriormente descreveram-se alguns antagonistas
orgadnicos de CCR1 (ver, Hesselgesser, et al., J. Biol. Chem.
273(25):15687-15692 (1998); Ng, et al., J. Med. Chen.
42 (22) :4680-4694 (1999); Liang, et al., J. Biol. Chem.
275(25):19000-19008 (2000); e Liang, et al., Eur. J. Pharmacol.
389(1):41-49 (2000)) . Face a eficacia demonstrada no
tratamento de doenca em modelos animais (ver, Liang, et al.,
J. Biol. Chem. 275(25):19000-19008 (2000)), continuou-se a
investigacdo para identificar compostos adicionais que possam
ser usados no tratamento de doencas mediadas por sinalizacédo
de CCR1.

0O pedido WO 2008/147822 descreve compostos de azaindole
que atuam como antagonistas potentes do recetor CCR1. A patente
US 2007/0010524 descreve também alguns compostos de azaindole
que podem atuar como antagonistas do recetor CCRI.

Breve Sumario do Invento

O presente invento refere-se a um composto possuindo a
férmulac:
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MeO
N
cl N N{ New” N
_/ N H

ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, hidrato ou N-6xido.

Para além do composto aqui proporcionado, o presente
invento proporciona ainda uma composicdo farmacéutica contendo
0 composto, assim como a utilizacédo do composto, principalmente
para tratar doencas associadas a atividade de sinalizacdo de
CCR1, CCR2 e/ou CCR3. O invento refere-se também a um método
de preparacdo do composto do invento, compreendendo o referido

método:

(a) o contacto de um composto possuindo a férmula:
CHO

O N=
(\NJJ\/N /

H3coJ©,N\) N
C

com um reagente que forma imidazole em condigdes

|

suficientes para formar o composto do presente invento.

O invento refere-se também a um método para a preparacio
do composto do invento, compreendendo o referido método:

(a) o contacto de um composto possuindo a férmula:
CN

e

H3co:©/N\) N
Cl

com etilenodiamina para formar um produto de imidazolina;

\

(b) a oxidacdo do referido produto de imidazolina para

formar o composto do invento.
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DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO
I. Abreviaturas e Definicdes

“Grupo protetor” refere-se a uma porcdo, exceto grupos
alquilo, que quando ligada a um grupo reativo numa molécula,
mascara, reduz ou previne essa reatividade. Exemplos de grupos
protetores podem ser encontrados em T.W. Greene and P.G.M.
Wuts, Protective Groups in Organic Syntheses, 3% edicdo, John
Wiley & Sons, Nova Iorque, 1999, e Harrison and Harrison et
al., Compendium of Synthetic Organic Methods, Vols. 1-8 (John
Wiley and Sons, 1971-1996), que sdo aqui incorporados por
referéncia na sua integra. Grupos protetores de hidroxi
representativos incluem grupos acilo, éteres benzilicos e
tritilicos, éteres tetra-hidropiranilicos, éteres
trialquilsililicos e éteres alilicos. Grupos protetores de
amina representativos incluem grupos formilo, acetilo,

trifluoroacetilo, benzilo, benziloxicarbonilo (CBZ), t-
butoxicarbonilo (BOC), trimetilsililo (TMS), 2-trimetilsilil-
etanossulfonilo (SES), tritilo e tritilo substituido,

aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC), nitro-
veratriloxicarbonilo (NVOC), e outros do género.

“Reagente de acoplamento de aminodcidos” refere-se a um
reagente como o HBTU (hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-
il)-N,N,N'",N'-tetrametilurdénio), etc., que reagird com o grupo
acido carboxilico de um aminoadcido para formar um composto
intermedidrio ativado que pode ser usado na condensacdo com
uma vasta variedade de nuclebdéfilos, por exemplo, aminas,
dlcoois e tidis, para produzir outros grupos ésteres,

tioésteres ou amidas.

A expressdo “sais farmaceuticamente aceitdveis” destina-se
a incluir sais do composto ativo que sdo preparados com acidos

ou bases relativamente nao téxicos, dependendo dos
substituintes em particular. Quando um composto, como ©
composto do presente invento, contém funcionalidades

relativamente &cidas, podem-se obter sais de adicdo de bases
por contacto entre a forma neutra de um desses compostos com
uma quantidade suficiente da base desejada, quer pura ou num
solvente inerte adequado. Exemplos de sais que derivam de bases
inorgadnicas farmaceuticamente aceitédveis incluem o0s de
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aluminio, amdbénio, célcio, cobre, férrico, ferroso, litio,
magnésio, manganico, manganoso, potassio, sbédio, zinco e
outros do género. Os sals que derivam de bases orgénicas
farmaceuticamente aceitédveis incluem sais de aminas primarias,
secundarias e tercidrias, incluindo aminas substituidas,
aminas ciclicas, aminas naturais e outras do género, tais como
arginina, betaina, cafeina, colina, N,N'-
dibenziletilenodiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol,
2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilenodiamina, N-etil-
morfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina,
histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina,
metilglucamina, morfolina, piperazina, piperadina, poliamina
resinas, procaina, purinas, teobromina, trietilamina,
trimetilamina, tripropilamina, trometamina e outras do género.
Quando um composto, como o0 composto do presente invento, contém
funcionalidades relativamente bésicas, podem-se obter sais de
adicdo de 4&cido por contacto entre a forma neutra desses
compostos com uma quantidade suficiente do &cido desejado,
guer puro quer num solvente inerte adequado. Exemplos de sais
de adicdo de 4cido farmaceuticamente aceitdveis incluem os gue
derivam de A&cidos inorgdnicos como os &cidos cloridrico,
bromidrico, nitrico, carbdnico, mono-hidrogenocarbdénico,
fosférico, mono-hidrogenofosfdérico, di-hidrogenofosfdérico,
sulfurico, mono-hidrogenossulfirico, iodidrico, ou fosforoso
e outros do género, assim como 0S sais que derivam de Aacidos
organicos relativamente n&o téxicos como o acético,
propidénico, isobutirico, maldédnico, benzoico, succinico,
subérico, fumédrico, mandélico, ftalico, benzenossulfdédnico, p-
tolilsulfénico, citrico, tartédrico, metanossulfdénico e outros
do género. Estdo também incluidos os sais de aminoacidos como
0 arginato e outros do género, e sais de adcidos orgdnicos como
os acidos glucurdédnico ou galactundrico e outros semelhantes
(ver, por exemplo, Berge, S.M., et al, "Pharmaceutical Salts",
Journal of Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19).

A forma neutra do composto pode ser regenerada por contacto
do sal com uma base ou um acido e isolando o composto progénie
num modo convencional. A forma progénie do composto difere das
varias formas de sal em determinadas propriedades fisicas,
tais como solubilidade em solventes polares, mas caso contrario
0s salis sdo equivalentes a forma progénie do composto para os
fins do presente invento.
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Para além das formas salinas, o presente invento descreve
o composto numa forma de prédé-fédrmaco. Os proédé-farmacos do
composto sofrem facilmente alteracdes quimicas em condicgdes
fisioldgicas para proporcionarem o composto do presente
invento. Também, os pré-farmacos podem ser convertidos no
composto do presente invento por métodos qguimicos ou
bioguimicos num ambiente ex vivo. Por exemplo, os pré-farmacos
podem ser convertidos lentamente no composto do presente
invento quando colocadas num reservatédrio de penso

transdérmico com uma enzima ou um reagente quimico adequado.

O composto do presente invento pode existir em formas né&o
solvatadas, assim como em formas solvatadas, incluindo as
formas hidratadas. Em geral, as formas solvatadas sé&o
equivalentes as formas né&do solvatadas e destinam-se a ser
incluidas no d&mbito do presente invento. O composto do presente
invento pode existir em multiplas formas cristalinas ou
amorfas. Em geral, todas as formas fisicas sdo equivalentes
para as utilizac®es contempladas pelo presente invento e

destinam-se a estar no ambito do presente invento.

O composto do presente invento possui ligacgdes duplas; os
racematos e os diastereoisdmeros destinam-se a ser incluidos
no admbito do presente invento. O composto do presente invento
pode também conter proporc¢des ndo naturais de isdétopos atdmicos
num ou mais adtomos que constituem esses compostos. Por exemplo,
o composto pode ser radiomarcados com isdtopos radiocativos,
tais como por exemplo tritio (3H), iodo-125 (12°I) ou carbono-
14 (14C). Todas as variacdes isotdpicas do composto do presente
invento, gquer sejam ou ndo radiocativas, destinam-se a ser
incluidas no dmbito do presente invento.

IT. Geral

O presente invento resulta da verificacdo de que o composto
do invento atua como potente antagonista do recetor CCR1. Este
composto possui uma atividade anti-inflamatdéria in vivo e
possui propriedades farmacocinéticas superiores.
Consequentemente, o composto aqui proporcionado é uUtil em
composicdes farmacéuticas e destina-se a ser usado em métodos
para o tratamento de doencas mediadas por CCR1, e como
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controlos em testes de identificacéo de antagonistas
competitivos do CCRI.

O composto do invento possuili a seguinte estrutura:

MeO
N
C ey Il\>
cl N N{ N N
n_/ N H
Ne

O composto do invento é: 1-[4-(4-Cloro-3-metoxi-fenil)-
piperazin-1-il]-2-[3-(1lH-imidazol-2-il)-pirazolo[3,4-b]-
piridin-1-il]-etanona.

Preparagcdo de Compostos

Os esquemas a seguir proporcionam determinadas vias de
sintese que podem ser seguidas para chegar ao composto do
presente invento. Outras vias ou alteragdes das vias
apresentadas abaixo seriam bastante evidentes para um perito
na especialidade e encontram-se no admbito do presente invento.

O Esquema 1 ilustra a sintese de pirazolo[3,4-blpiridinas
substituidas com 3-imidazolilo. R’ representa um substituinte
ndo interferente, tal como, por exemplo, um grupo protetor, ou
um éster de carboxi. Conforme apresentado no Esquema 1, a
reacdo de NH;OH com 3-ciano-pirazolo[3,4-blpiridina (1)
proporcionarad o composto hidroxilamidina (ii). A reducdo de
(ii) usando gé4s hidrogénio e um catalisador (e.g., Pd/C ou
Pd (OH)2) produzird o produto amidina (iii). A ciclizacdo de
(iii) por tratamento com cloroacetaldeido produzird o produto
imidazole (iv).
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Esquema 1
CN HNG H AN s
| RN NH,OH 'OH  Ha Ac20, catalisador z
N RN N
~ ’ AN\
N N‘ | s N?N | P 'N
i ® T N~ N
i R _ R
o) m
a A =
H N NH
R
DR
N N
iv R

O Esquema 2 ilustra a sintese de pirazolo[3,4-blpiridinas
substituidas com 3-imidazolilo. R’ representa um substituinte
ndo interferente, tal como, por exemplo, um grupo protetor, ou
um éster de carboxi. No Esquema 2, a reacdo de 3-ciano-
pirazolo[3,4-b]lpiridina com etilenodiamina produz o produto de
imidazolina «ciclico (v), que na oxidacdo produzirada o
imidazole (vi).

Esquema 2
NH ! .
N <~ NP2 ,> x f/>
I \(N HoN R’""N’N\ N Oxidagdo R"N'N\ N
N N —{ " _{ H
R N N y/ Usando reagentes como: N \ /
KMnOQOg; ou
i v MnO;, ou de Swern; vi

ou de Mess-Martin; ou
PhI(OAc),; ou DMSO;
ou Pd/C

O Esquema 3 ilustra a sintese de pirazolo[3,4-blpiridinas
substituidas com 3-imidazolilo. R’ representa um substituinte
ndo interferente, tal como, por exemplo, um grupo protetor, ou
um éster de carboxi, ou o restante do composto de férmula T
(ver também Exemplo 18). Conforme apresentado no Esquema 3,
usando um processo de transmetalacdo, a 3-iodo-pirazolol[3,4-
blpiridina (wvii) pode ser convertida em 3-formil-pirazolo[3,4-
blpiridina (wviii) que, por tratamento com glioxal, cicliza

para formar 3-imidazolil-pirazolo[3,4]piridina (ix).
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Esquema 3
1) base .
2) i-PrMgCl Q NS NH
I 3) DMF ou H
1-formilpiridina x Glioxal ou equivalente, N
S y
| AY B NH,OAc | N
N© N N” N ] NN
vii R vii R ix R

O procedimento de acoplamento de aminoacidos que pode ser
usado para formar compostos do invento estd ilustrado no
Esquema 4. No esquema 4, R, R’’ representam substituintes né&o
interferentes. O composto do invento pode ser preparado, por
exemplo, acoplando um derivado de &cido carboxilico de uma
3-imidazolil-pirazolo[3,4-blpiridina (x) com um derivado de
piperazina (xi), usando qualquer ragente de acoplamento de
aminodcidos (e.g., HBTU, HATU, pyBOP, etc.) para formar uma
3-imidazolil-pirazolo[3,4-blpiridina =xii.

Esquema 4
N
3 -NR "
|\ \N " Agen;edeacopladmento </;,
j 7\ — " e aminodacido \ —\ R
NEN O+ HN N@ N—>/N N@
n_/ \_/
0:8 N O
OH
X . xii

X1

IITI. Composigdes Farmacéuticas

Para além dos compostos proporcionados anteriormente, as
composicdes para modular a atividade de CCR1, CCR2 e CCR3 em
seres humanos e animais conterdo tipicamente um transportador
ou diluente farmacéutico.

O termo “composicdo” como é aqui é usado destina-se a
englobar um produto compreendendo os componentes especificados
nas quantidades especificadas, assim como qualguer produto gue
resulte, direta ou indiretamente, da combinacédo dos
componentes egspecificados nas quantidades especificadas. Por
“farmaceuticamente aceitavel” entenda-se que o transportador,
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diluente ou excipiente deve ser compativel com os outros
componentes da formulacdo e ndo ser prejudicial para o seu
recetor.

As composicdes farmacéuticas para a administracdo do
composto do invento devem estar presentes convenientemente em
formas de dosagem unitaria e podem ser preparadas por qualquer
dos métodos bem conhecidos na especialidade de farmécia e
entrega de farmacos. Todos os métodos incluem o passo de
promover a associacdo do principio ativo com o transportador
que constitui um ou mais componentes acessdérios. Em geral, as
composicdes farmacéuticas sdo preparadas pela associacédo
uniforme e intima do principio ativo com um transportador
liquido ou um transportador sélido finamente dividido ou ambos
e, depois, se necesséirio, dando forma ao produto na formulacéo
desejada. Na composicdo farmacéutica o composto ativo objeto
¢ incluido numa quantidade suficiente para produzir o efeito
desejado no processo ou condicdo das doencas.

As composicdes farmacéuticas contendo o principio ativo
podem estar numa forma adequada a utilizacdo oral, por exemplo,
na forma de comprimidos, trociscos, pastilhas, suspensdes
aquosas ou oleosas, pds ou granulos dispersédveis, emulsdes e
autoemulsdes como descrito na Patente dos E.U.A. n.° 6451339,
cdpsulas duras ou moles, =xaropes, elixires, solucgbes, penso
bucal, gel oral, pastilha mastigavel, comprimidos mastigéaveis,
pbs efervescentes e comprimidos efervescentes. As composicdes
destinadas a wutilizacdo oral podem ser ©preparadas em
conformidade com qualguer método conhecido na especialidade
para o fabrico de composicdes farmacéuticas e essas composicdes
podem conter um ou mais agentes selecionados do grupo que
consiste em agentes edulcorantes, agentes aromatizantes,
agentes corantes, agentes antioxidantes e conservantes, para
proporcionar preparacdes farmaceuticamente elegantes e
apeteciveis. Os comprimidos contém o principio ativo misturado
com excipientes nédo tdéxicos farmaceuticamente aceitéaveis que
se adequam ao fabrico de comprimidos. Esses excipilientes podem
ser, por exemplo, diluentes inertes, tais como celulose,
didxido de silicio, 6éxido de aluminio, carbonato de célcio,
carbonato de sdédio, glucose, manitol, sorbitol, lactose,
fosfato de calcio ou fosfato de sddio; agentes de granulacédo
e de desagregacdo, por exemplo, amido de milho ou é&cido
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alginico; agentes aglutinantes, por exemplo PVP, celulose,
PEG, amido, gelatina ou goma-arédbica e agentes lubrificantes,
por exemplo estearato de magnésio, &acido estedrico ou talco.
Os comprimidos podem ser nédo revestidos ou podem ser
revestidos, entericamente ou de outro modo, por técnicas
conhecidas, para retardar a desagregacdo e absorcdo no trato
gastrointestinal e proporcionar assim uma acdo sustentada
durante um periodo de tempo maior. Por exemplo, pode ser usado
um material retardador como © monoestearato de glicerilo ou
diestearato de glicerilo. Estes podem também ser revestidos
pelas técnicas descritas nas Patentes dos E.U.A. N.°s 4256108,
4166452 e 4265874 para formar comprimidos terapéuticos
osmdéticos para controlar a libertacéo

As formulacdes para utilizacdo oral podem também estar
presentes na forma de cépsulas de gelatina dura, onde o
principio ativo estéd misturado com um diluente sdélido inerte,
por exemplo, carbonato de cédlcio, fosfato de cdlcio ou caulino,
ou na forma de capsulas de gelatina mole onde o principio ativo
estd misturado com Agua ou num meio oleoso, por exemplo &leo
de amendoim, parafina liquida, ou azeite. Também, as emulsdes
podem ser preparadas com um componente imiscivel em agua tal
como Oleos e estabilizadas com tensioativos como 08 mono-
diglicerideos, ésteres de PEG e outros do género.

As suspensdes aquosas contém os materiais ativos
misturados com excipientes adequados ao fabrico de suspensdes
aquosas. ksses excipientes sdo agentes de suspensdo, por

exemplo carboximetilcelulose sbédica, metilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, alginato de sédio,
polivinilpirrolidona, goma adragante e goma-arabica; o0s

agentes de dispersdo ou humectantes podem ser fosfatido
natural, por exemplo lecitina ou produtos de condensacdo de um
6xido de algquileno com acidos gordos, por exemplo estearato de
polioxietileno, ou produtos de condensacdo de é6xido de etileno
com &alcoois alifaticos de cadeia longa, por exemplo
heptadecaetilenoxicetanol, ou produtos de condensacdo de é6xido
de etileno com ésteres parciais derivados de &acidos gordos e
um hexitol como o monooleato de polioxietileno-sorbitol, ou
produtos de condensacdo de ¢éxido de etileno com ésteres
parciais derivados de &acidos gordos e anidridos de hexitol,
por exemplo o monooleato de polietileno-sorbitano. As
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suspensdes aquosas podem também conter um ou mais conservantes,
por exemplo p-hidroxibenzoato de etilo ou de n-propilo, um ou
mais agentes corantes, um ou mais agentes aromatizantes e um
ou mais agentes edulcorantes, tais como a Ssucrose ou a
sacarina.

As suspensdes oleosas podem ser formuladas por suspensao
do principio ativo num 6leo vegetal, por exemplo &leo de
amendoim, azeite, 6leo de sésamo ou 6leo de coco, ou num 6leo
mineral como a parafina liquida. As suspens®es oleosas podem
conter um agente espessante, por exemplo cera de abelha,
parafina dura ou alcool cetilico. Podem ser adicionados agentes
edulcorantes como os apresentados atrés e agentes
aromatizantes para proporcionar uma preparacdo oral apetecivel
ao paladar. Essas composicdes podem ser conservadas pela adicgédo
de um antioxidante como o &cido ascédrbico.

Os pds e grénulos dispersdveis adequados a preparacdo de
uma suspensdo aquosa pela adicdo de 4&gua proporcionam o
principio ativo misturado com um agente dispersante ou
humectante, agente de suspensdo e um ou mais conservantes. Os
agentes dispersantes ou humectantes e os agentes de suspenséao
adequados sdo exemplificados pelos j& mencionados atréds. Podem
também estar presentes excipientes adicionais, por exemplo
agentes edulcorantes, aromatizantes e corantes.

As composicdes farmacéuticas do invento podem estar também
na forma de emulsdes de 6leo-em-agua. A fase oleosa pode ser
um 6leo vegetal, por exemplo azeite ou d6leo de amendoim, ou um
6leo mineral, por exemplo parafina liquida ou suas misturas.
Os agentes emulsivos adequados podem ser gomas naturais, por
exemplo goma-arabica ou goma adragante, fosfatidos naturais,
por exemplo soja, lecitina e ésteres ou ésteres parciais
derivados de acidos gordos e anidridos de hexitol, por exemplo
monooleato de sorbitano, e produtos de condensacdo dos
referidos ésteres parciais com 6xido de etileno, por exemplo
monooleato de polioxietileno-sorbitano. As emulsdes podem
conter também agentes edulcorantes e aromatizantes.

Os xaropes e elixires podem ser formulados com agentes
edulcorantes, por exemplo glicerol, propilenoglicol, sorbitol
ou sucrose. FEssas formulacdes podem também conter um
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demulcente, um conservante e agentes aromatizantes e corantes.
As solucdes orais podem ser preparadas em combinacdo com, por
exemplo, ciclodextrina, PEG e tensioativos.

As composicdes farmacéuticas podem estar na forma de uma
suspensdo aquosa ou oleaginosa injetédvel estéril. Esta
suspensdo pode ser formulada em conformidade com a técnica
conhecida usando os agentes dispersantes ou humectantes e os
agentes de suspensédo adequados mencionados atras. A preparacéo
injetédvel estéril também pode ser uma solucdo ou suspensao
injetavel estéril num diluente ou solvente ndo tdéxico
parentericamente aceitavel, por exemplo uma solucdo em 1,3-
butanodiol. Entre os veiculos e solventes aceitdveis que podem
ser usados encontram-se a agua, a solucdo de Ringer e a solucgéo
isotdnica de cloreto de sédio. Também, séo usados
convencionalmente 6leos fixos, estéreis, como solvente ou meio
de suspensdo. Para esse fim pode ser usada qualquer mistura de
6leos fixos incluindo monoglicerideos ou diglicerideos
sintéticos. Para além disso, &cidos gordos como o &cido oleico
tém utilizacdo na preparacdo de injetéveis.

O composto do presente invento pode ser também administrado
sob a forma de supositérios para administracdo retal do
farmaco. Essas composicdes podem ser preparadas misturando o
fdrmaco com um excipiente ndo irritante adequado que ¢ sdélido
as temperaturas normais mas liquido a temperatura retal e
portanto fundird no reto para libertar o férmaco. Esses
materiais incluem a manteiga de cacau e polietilenoglicdis.
Adicionalmente, o0s compostos podem ser administrados via
entrega ocular por meio de solugdes ou pomadas. Mais ainda, a
entrega transdérmica dos compostos objeto pode ser conseguida
através de pensos iontoforéticos e outros do género. Para a
utilizacdo tépica utilizam-se cremes, pomadas, geleias,
solucdes ou suspensdes, etc., contendo os compostos do presente
invento. Como ¢é aqui utilizada, aplicacdo toépica pretende

também incluir a utilizacdo de elixires orais e gargarejos.

O composto do invento pode ser formulado para depdsito num
dispositivo médico, gque pode incluir qualgquer um de uma
variedade de enxertos convencionais, stents, incluindo
endoprbteses, cateteres, baldes, cestos ou outros dispositivos
que podem ser colocados ou implantados permanentemente no lumen
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corporal. Como exemplo particular, seria desejavel ter
dispositivos e métodos que pudessem entregar o composto do
invento na regido de um corpo tratado por técnica
intervencionista.

Numa concretizacdo exemplificativa, o agente inibidor
deste invento pode ser depositado num dispositivo médico, tal
como um stent, e entregue no local de tratamento para o
tratamento de uma porcdo do corpo.

Usaram-se o0s sStents como veiculos de entrega de agentes
terapéuticos (i.e., farmacos). 0Os stents intravasculares sé&o
geralmente implantados de modo permanente na corondria ou vasos
periféricos. As concecdes de stents incluem as das Patentes
dos E.U.A. N.°s 4733655 (Palmaz), 4800882 (Gianturco) ou
4886062 (Wiktor). Essas concecdes incluem stents metdlicos e
poliméricos, assim como stents autoexpansiveis e expansiveis
por baldo. Os stents podem também ser usados para a entrega de
um farmaco no local de contacto com a vasculatura, como
divulgado na Patente dos E.U.A. N.° 5102417 (Palmaz) e nos
Pedidos de Internacionais Patente N.°s WO 91/12779 (Medtronic,
Inc.) e WO 90/13332 (Cedars-Sanai Medical Center), Patente dos
E.U.A. N.° 5419760 (Narciso, Jr.) e Patente dos E.U.A. N.°
5429634 (Narciso, Jr.), por exemplo. Usaram-se 08 sStents para
a entrega de virus a parede de um lumen para a entrega de
genes, como divulgado no Pedido de Patente dos E.U.A. de N.°
de série 5833651 (Donovan et al.).

O termo “depositado” significa que o agente inibidor é
revestido, adsorvido, colocado ou incorporado de outra forma
no dispositivo por métodos conhecidos na especialidade. Por
exemplo, o agente inibidor pode ser impregnado e libertado a
partir do interior (“tipo matriz”) ou pode ser circundado e
libertado através de materiais poliméricos (“tipo
reservatdério”) que revestem ou cobrem o dispositivo médico. No
ultimo exemplo, o agente inibidor pode ser aprisionado nos
materiais poliméricos ou acoplado aos materiais poliméricos
usando uma ou mais técnicas para produzir esses materiais
conhecidas na esgspecialidade. Noutras formulacdes, o agente
inibidor pode ser ligado a superficie do dispositivo médico
sem necessidade de um revestimento por meio de ligacdes
removiveis e libertado com tempo, pode ser removido por
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processos quimicos ou mecdnicos ativos, ou estdo sob uma forma
permanentemente imobilizada que apresenta o agente inibidor no
local de implantacéo.

Numa concretizacdo, o agente inibidor pode ser incorporado
com composicdes poliméricas durante a formacéo de
revestimentos biocompativeis para dispositivos médicos, tais
como stents. 0s revestimentos produzidos a partir desses
componentes sdo normalmente homogéneos e sdo TUtels para
revestir muitos dispositivos concebidos para implantacédo.

O polimero pode ser um polimero bioestéavel ou bioabsorvivel
dependendo da taxa de libertacdo desejada ou do grau de
estabilidade do polimero desejada, mas para esta concretizacédo
prefere-se um polimero bioabsorvivel uma vez que, ao contrario
de um polimero bioestédvel, ndo estard presente muito tempo
apdés o implante para causar qualquer resposta local crdénica
adversa. 0s polimeros bioabsorviveis gque podem ser utilizados
incluem, sem que a esses se limitem, poli(édcido L-1l&ctico),
policaprolactona, poliglicdédlido (PGA), poli(lactido-co-
glicélido) (PLLA/PGA), poli (hidroxibutirato),
poli (hidroxibutirato-co-valerato), polidioxanona, poliorto-
éster, polianidrido, poli(dcido glicdélico), poli(dcido D-
lactico), poli(adcido L-lactico), poli(4dcido D,L-1l&ctico),
poli (D,L-lactido) (PLA), poli(L-lactido) (PLLA), poli(4cido
glicdélico-co-carbonato de trimetileno) (PGA/PTMC), ©éxido de

polietileno (PEO), polidioxanona (PDS) , polifosfoéster,
polifosfoéster wuretano, poli(aminoédcidos), cianoacrilatos,
poli (carbonato de trimetileno), poli (iminocarbonato),
copoli (éter-ésteres) (e.qg., PEO/PLR), oxalatos de

polialquileno, polifosfazenos e biomoléculas tais como
fibrina, fibrinogénio, <celulose, amido, colagénio e acido
hialurdénico, poliepsilon-caprolactona, 4&acido poli-hidroxi-
butirico, poliortoésteres, poliacetais, polidi-hidropiranos,
policiancacrilatos, copolimeros de bloco anfipédticos ou
reticulados de hidrogéis, e outros polimeros biocabsorviveis
adequados conhecidos na especialidade. Também podem ser usados
polimeros Dbioestdveis com uma resposta tecidual crdénica
relativamente baixa, tais como os poliuretanos, silicones e
poliésteres, e podem ser usados também outros polimeros se
puderem ser dissolvidos e curados ou polimerizados no
dispositivo médico, tais como poliolefinas, poli-isobutileno
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e copolimeros etilenc-alfaolefina; polimeros e copolimeros
acrilicos, polimeros e copolimeros de halogeneto de vinilo,
tais como cloreto de polivinilo; polivinilpirrolidona; éteres
polivinilicos, tais como éter polivinilmetilico; halogenetos
de polivinilideno, tais como fluoreto de polivinilideno e
cloreto de polivinilideno; poliacrilonitrilo,
polivinilcetonas; aromédticos de polivinilo, tais como
polistireno, ésteres de polivinilo, tais como acetato de
polivinilo; copolimeros de mondmeros vinilo uns com os outros
e olefinas, tais como copolimeros de etileno-metacrilato de
metilo, copolimeros de acrilonitrilo-estireno, resinas ABS e
copolimeros de etileno-acetato de wvinilo; copolimero de
pirano; poli-hidroxi-propil-metacrilamida-fenol; poli-
hidroxietil-aspartamida-fenol; polidxido de etileno-
polilisina substituido com residuos de palmitoilo; poliamidas,
tais como Nylon 66 e policaprolactama; resinas alquilo,
policarbonatos; polioximetilenos; poli-imidas; poliéteres;
resinas epbdxi, poliuretanos; rayon; rayon-triacetato;
celulose, acetato de celulose, butirato de celulose; acetato
butirato de celulose; celofano; nitrato de celulose;
propionato de celulose; éteres de celulose; e
carboximetilcelulose.

Os polimeros e as matrizes poliméricas semipermeédveis
podem ser formados em artigos moldados, tais como véalvulas,
stents, tubos, prbéteses e outros do género.

Numa concretizacdo do invento, o agente inibidor do invento
¢ acoplado a um polimero ou a uma matriz polimérica
semipermedvel formada sob a forma de um dispositivo stent ou
endoprobtese.

Normalmente os polimeros sdo aplicados na superficie de um
dispositivo implantavel por revestimento rotativo, imersdo ou
pulverizacdo. Podem também ser utilizados outros métodos
conhecidos na especialidade para este fim. Os métodos de
pulverizacdo incluem os métodos tradicionais, assim como as
técnicas de microdeposicdo com um distribuidor tipo Jjacto de
tinta. Para além disso, um polimero pode ser depositado sobre
um dispositivo implantdvel wusando foto-padronizacdo para
colocar o polimero apenas sobre porcdes especificas do
dispositivo. Esta forma de revestir o dispositivo proporciona
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uma camada uniforme em torno do dispositivo, o que permite
melhor difusdo de varios analitos através do revestimento do
dispositivo.

Em concretizacdes preferidas do invento, o agente inibidor
¢ formulado para se libertar do revestimento polimérico para
o meio no qual o dispositivo médico estd colocado. De
preferéncia, o agente inibidor é libertado de modo controlado
durante um periodo de tempo prolongado (e.g., meses) usando
pelo menos uma de varias técnicas bastante conhecidas que
envolve portadores ou camadas de poliméro para controlar a
eluicdo. Algumas dessas técnicas foram previamente descritas
no Pedido de Patente dos E.U.A. 2004/0243225A1.

Para além disso, conforme estd descrito por exemplo na
Patente dos E.U.A. N.° 6770729, os reagentes e as condicgdes
reacionais das composicdes poliméricas podem ser manipulados
para que a libertacdo de agente inibidor a partir do
revestimento polimérico possa ser controlada. Por exemplo, o
coeficiente de difusdo do ou dos varios revestimentos
poliméricos pode ser modulado para controlar a libertacdo de
agente 1inibidor a partir do revestimento polimérico. Numa
variacdo sobre este tema, o coeficiente de difusdo do ou dos
vdrios revestimentos poliméricos pode ser controlado para
modular a capacidade de um analito presente no meio no qual o
dispositivo médico estd colocado (e.g. um analito gque facilita
a quebra ou hidrélise de alguma porcdo do polimero) para aceder
um ou mais componentes na composicdo polimérica (e por exemplo,
modular assim a libertacdo do agente inibidor a partir do
revestimento polimérico). Uma outra concretizacdo do invento,
ainda, inclui um dispositivo possuindo uma multiplicidade de
revestimentos poliméricos, cada um possuindo uma
multiplicidade de coeficientes de difuséo. Nessas
concretizacdes do invento, a libertacdo do agente inibidor a
partir do revestimento polimérico pode ser modulada pela
multiplicidade de revestimentos poliméricos.

Numa ainda outra concretizacdo do invento, a libertacdo de
agente inibidor a partir do revestimento polimérico &
controlada modulando uma ou mais das propriedades da composicédo
polimérica, tal como a presenca de um ou mais compostos
enddgenos ou exdgenos ou, em alternativa, o pH da composicéao
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polimérica. Por exemplo, determinadas composicdes poliméricas
podem ser concebidas para libertar um agente inibidor em
resposta a uma diminuicdo no pH da composicdo polimérica. Em
alternativa, determinadas composicdes poliméricas podem ser
concebidas para libertar o agente inibidor em resposta a
presenca de perdxido de hidrogénio.

IV. Métodos de tratamento de Doengas Moduladas por CCR1,
CCR2 e/ou CCR3

Ainda num outro aspeto, o0 presente invento proporciona um
composto para usar em métodos de tratamento de condigdes ou
doencas mediadas por CCR1, CCR2 e/ou CCR3 por administracdo a
um sujeito gque tenha uma dessas doencas ou condicgdes uma
quantidade terapeuticamente eficaz do composto. “Sujeito” é
aqui definido de modo a incluir animais tais como mamiferos,
incluindo, sem gque a esses se limite, primatas (e.g., seres
humanos), wvacas, ovelhas, cabras, cavalos, caes, gatos,
coelhos, ratinhos, ratos e outros do género.

O CCR1 proporciona um alvo para interferir com, ou
promover, aspetos especificos de funcdes das células imunes,
ou mais genericamente, com funcdes associadas a expressdo de
CCR1 numa vasta gama de tipos de células num mamifero, como um
humano. Os compostos que inibem o CCR1 sdo particularmente
Uteis para modular a funcdo de mondbdcitos, macrdfagos,
linfécitos, granuldcitos, células NK, mastdécitos, células
dendriticas e determinadas células derivadas imunes (por
exemplo, osteoclastos) para fins terapéuticos.
Consequentemente, o presente invento refere-se a um composto
que ¢é util na prevencdo e/ou tratamento de uma vasta variedade
de disturbios e doencas inflamatdérias e imunorreguladoras
(ver, Saeki, et al., Current Pharmaceutical Design 9:1201-1208
(2003)) .

Por exemplo, um presente composto que inibe uma ou mais
funcdes de CCR1 pode ser administrado para inibir (i.e.,
reduzir ou prevenir) inflamacdo ou infiltracdo celular
associada a um disturbio imune. Como consequéncia, podem ser
inibidos um ou mais processos inflamatdérios, tais como migracéo
ou infiltracdo de leucdcitos, quimiotaxia, exocitose (e.g., de
enzimas, histamina) ou libertacdo de mediador inflamatdrio.
Por exemplo, a infiltracdo de mondécitos num local inflamatédrio
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(e.g., uma articulacdo afetada em artrite, ou no SNC em EM)
pode ser inibida em conformidade com o presente método.

Analogamente, um presente composto gque promove uma ou mais
funcdes de CCR1 ¢é administrado para estimular (induzir ou
potenciar) uma resposta inflamatdéria, tal como a emigracdo de
leucdcitos, quimiotaxia, exocitose (e.qg., de enzimas,
histamina) ou libertacdo de mediador inflamatdério, resultando
na estimulacdo benéfica de processos inflamatdérios. Por
exemplo, os mondécitos podem ser recrutados para combater
infecdes bacterianas.

As doencas e condicgdes associadas a inflamacdo, distturbios
imunes e infec¢des podem ser tratadas usando o método do
presente invento. Numa concretizacdo preferida, a doenca ou
condicdo é uma em que as acdes de células imunes tais como
mondécitos, macréfagos, linfdédcitos, granuldcitos, células NK,
mastdécitos, células dendriticas ou determinadas células
derivadas imunes (por exemplo, osteoclastos) sdo para ser
inibidas ou promovidas, para modular a resposta inflamatdria

ou autoimune.

Num grupo de concretizacdes, doencas e condicgdes,
incluindo doencas crénicas, de seres humanos ou de outras
espécies, podem ser tratadas com moduladores da funcdo de CCRI1,
CCR2 ou CCR3. Essas doencas e condic¢des incluem: (1) doencas
alérgicas tails como respostas de anafilaxia sistémica ou de
hipersensibilidade, alergias a farmacos, alergias a picadas de
inseto e alergias alimentares, (2) doencas intestinais
inflamatérias, tais como a Doenca de Crohn, colite ulcerativa,
ileite e enterite, (3) wvaginite, (4) psoriase e dermatoses
inflamatérias tais como dermatite, eczema, dermatite atdpica,
dermatite alérgica de contacto, urticaria e prurido, (5)
vasculite, (6) espondiloartropatia, (7) escleroderma, (8) asma
e doencas alérgicas respiratdérias tais como asma, asma
alérgica, vrinite alérgica, doencas de hipersensibilidade
pulmonar e outras do género, (9) doencas autoimunes, tais como
fibromialgia, escleroderma, espondilite anquilosante, AR
juvenil, doenca de Still, AR juvenil poliarticular, AR juvenil
pauciarticular, polimialgia reumdtica, artrite de Takuyasu,
artrite reumatoide, artrite psoriatica, osteocartrite, artrite

poliarticular, esclerose multipla, ltpus eritematoso
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sistémico, diabetes tipo I, diabetes tipo II, diabetes tipo I
(aparecimento recente), neurite oética, glomerulonefrite, e
outros do género, (10) rejeicdo de implantes incluindo rejeicéo
de aloenxertos e doenca de enxerto-contra-hospedeiro aguda e
crdénica, (11) fibrose (e.g., fibrose pulmonar, (i.e. fibrose
pulmonar idiopédtica, fibrose pulmonar intersticial), fibrose
associada a doenca renal terminal, fibrose causada por
radiacdo, fibrose tubulointersticial, fibrose subepitelial,
escleroderma (esclerose sistémica progressiva), fibrose
hepdtica (incluindo a causada por hepatite alcodlica ou viral),
cirrose primadria e secundéaria, (12) inflamacdo pulmonar aguda
e crénica (doenca obstrutiva pulmonar croénica, Dbronquite
crbdnica, sindrome de insuficiéncia respiratdéria no adulto,
sindrome de deficiéncia respiratdéria infantil, alveolite
complexa imune) e (13) outras doencas nas quais as respostas
inflamatdérias indesejadas ou os distlrbios imunes sdo para ser
inibidos, tais como doenca cardiovascular incluindo
aterosclerose, inflamacdo vascular resultante de transplante
tecidual ou durante restenose (incluindo, sem que a esses se
limite, restenose a seguir a angioplastia e/ou insercdo de
stent), outras condic¢es inflamatdédrias agudas e crédnicas tais
como miosite, doencas neurodegenerativas (e.g., doenca de
Alzheimer), encefalite, meningite, hepatite, nefrite, sepsia,
sarcoidose, conjuntivite alérgica, otite, sinusite, inflamacéo
sinovial causada por artroscopia, hiperuremia, traumatismo,
danos de reperfusdo isquémica, poliose nasal, pré-eclampsia,
liquen plano oral, sindrome de Guillina-Barre, doencas
granulomatosas, condig¢des associadas a producdo de leptina,
sindrome de Behcet e gota e em aplicacdes de cicatrizacédo de
ferimentos, (14) alergias alimentares imunomediadas tal como
a doenca celiaca.

Num outro grupo de concretizacdes, as doencas ou condicdes
podem ser tratadas com moduladores da funcdo de CCR1. Os
exemplos de doencas a tratar com moduladores da funcdo de CCR1
incluem cancros (primadrios e metastaticos) (e.g., mieloma
miltiplo; Hata, H., Leukemia & Lymphoma, 2005, 46(7); 967~
972), doencas cardiovasculares, doencas nas quais a
angiogénese e a neovascularizacdo desempenham um papel
importante (doencas neoplédsicas, retinopatia e degenerescéncia
macular), doencas infeciosas (infec¢des virais, e.g. infecdes
por HIV, e infecbes bacterianas) e doencas imunossupressoras
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tais como condicgdes de transplante de 6rgdos e condicgdes de
transplante cutdneo. A expressido “condicdes de transplante de
6rgdos” destina-se a incluir as condigbes de transplante de
medula oéssea e condigcdes de transplante de o6rgdos sdlidos
(e.g., rim, figado, ©pulmdo, coracdo, pancreas ou suas
combinacdes) .

As composigdes farmacéuticas deste invento podem também
inibir a producdo de metaloproteinases e citocinas nos locais
inflamatérios, quer diretamente, quer indiretamente (como
consequéncia da diminuicé&o da infiltracéo celular),
proporcionando assim beneficios para as doencas ou condicdes
relacionadas com essas citocinas.

O composto do presente invento €, subsequentemente, util
na prevencdo e tratamento de uma vasta variedade de disturbios
e doencas inflamatérias e imunorreguladoras.

Dependendo da doenca a tratar e da condicdo do sujeito, o
composto do presente invento pode ser administrado por via
oral, parentérica (e.g., 1injecdo ou infusdo intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, ICV, intracisternal, injecdo ou
implante subcuténeo), por pulverizacdo de inalacdo, nasal,
vaginal, retal, sublingual ou vias normais de administracédo e
podem ser formulados, isoladamente ou juntos, em formulacdes
de unidade de dosagem adequadas contendo transportadores,
adjuvantes e veiculos convencionais, nao téxicos,
farmaceuticamente aceitéveis, adequados a cada via de
administracéo.

No tratamento ou prevencdo de condigdes que reguerem a
modulacdo de recetores de gquimiocina, um nivel de dosagem
adequada serd geralmente cerca de 0,001 a 100 mg por kg de
peso corporal do paciente por dia gque pode ser administrada em
dose Unica ou em varias doses. De preferéncia, o nivel de
dosagem seréd cerca de 0,01 a cerca de 25 mg/kg didrios; com
maior preferéncia cerca de 0,05 a cerca de 10 mg/kg diéarios.
Um nivel de dosagem adequado pode ser cerca de 0,01 a 25 mg/kg
diarios, cerca de 0,05 a 10 mg/kg diédrios, ou cerca de 0,1 a
5 mg/kg didrios. Neste intervalo, a dosagem pode ser de 0,005
a 0,05, de 0,05 a 0,5 ou de 0,5 a 5,0 mg/kg didrios. Para
administracéo oral, proporcionam-se as composicdes
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preferencialmente na forma de comprimidos contendo 1,0 a 1000
miligramas do principio ativo, em particular 1,0, 5,0, 10,0,
15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0,
300,0, 400,0, 500,0, 00,0, 750,0, 800,0, 900,0, e 1000,0
miligramas do principio ativo para o ajuste sintomdtico da
dosagem ao paciente a tratar. O composto pode ser administrado
num regime de 1 a 4 vezes por dia, de preferéncia, uma a duas
vezes por dia.

Compreender-se-4&4, no entanto, que o nivel de dosagem
especifico e a frequéncia de dosagem para qualquer paciente em
particular variard e dependerda de uma variedade de fatores
incluindo a atividade do composto, a estabilidade metabdlica
e a duracdo da acdo desse composto, a idade, peso corporal,
caracteristicas hereditdrias, estado de saude geral, sexo e
dieta do sujeito, assim como do modo e do tempo de
administracdo, velocidade de excrecdo, combinacdo de farmacos
e gravidade da condicdo particular do sujeito submetido a
terapia.

As doencas e condigdes associadas a inflamacdo, disturbio
imunitario, infecdo e cancro podem ser tratadas ou prevenidas
com 0S8 presentes composto e composicdes.

O composto e as composicdes do presente invento podem ser
combinados com outros compostos e outras composicdes que
possuem utilidade relacionada para prevenir e tratar a condicédo
ou doenca de interesse, tais como disturbios, condicdes e
doencas inflamatdérios ou autoimunes, incluindo doenca
intestinal inflamatdéria, artrite reumatoide, osteoartrite,
artrite psoriatica, artrite poliarticular, esclerose maltipla,
doencas alérgicas, psoriase, dermatite atdépica e asma, e as
patologias salientadas anteriormente.

Por exemplo, no tratamento ou prevencdo de inflamacdo ou
autoimunidade ou por exemplo artrite associada a perda o6ssea,
08 presentes compostos e composicdes podem ser usadas em
conjugacdo com um agente anti-inflamatdério ou analgésico tal
como um agonista opidceo, um inibidor de lipoxigenase, tal
como um inibidor de 5-lipoxigenase, um inibidor de ciclo-
oxigenase, tal como o inibidor de <ciclo-oxigenase-2, um
inibidor de interleucina, tal como o inibidor de interleucinas-
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1, um antagonista de NMDA, um inibidor de ¢6xido nitrico ou um
inibidor da sintese de ¢xido nitrico, um agente anti-
inflamatério ndo esterdide, ou um agente anti-inflamatdrio
supressor de citocina, por exemplo com um composSto como ©
acetaminofeno, a aspirina, a codeina, o fentanilo, o)
ibuprofeno, a endometacina, o cetorolac, a morfina, 0
naproxeno, a fenacetina, o piroxicam, um analgésico esterdide,
o sufentanil, o sunlindac, o tenidap, e outros do género. De
modo semelhante, os compostos e as composicdes do momento podem
ser administradas com um analgésico listado atréds; um
potenciador como a cafeina, um antagonista de H2 (e.g.,
ranitidina), simeticona, hidréxido de aluminio ou de magnésio;
um descongestionante, como a fenileprina, a
fenilpropanolamina, a pseudoefedrina, a oximetazolina, a
epinefrina, a nafazolina, a xilometazolina, a propil-
hexedrina, ou a levo-desoxiepidrina; um antitussico tal como
a codeina, a hidrocodona, o caramifeno, o carbetapentano, ou
o dextrometorfano; um diurético; e um anti-histaminico
sedativo ou ndo sedativo.

Do mesmo modo, © composto e as composicdes do presente
invento podem ser usadas em combinacdo com outros farmacos que
sdo usados no tratamento, prevencdo, supressdo ou melhoria das
doencgas ou condig¢des para as quais o composto e as composicgdes
do presente invento sdo Uteis. Esses outros farmacos podem ser
administrados, por uma via e numa quantidade normalmente
usadas, portanto, simultaneamente ou sequencialmente, com o
composto ou a composicdo do presente invento. Quando o composto
ou a composicdo do presente invento é usada simultaneamente
com um ou mais outro férmaco, prefere-se uma composicéo
farmacéutica que contenha esse outro féarmaco adicionado ao
composto ou composicdo do presente invento. Assim, as
composicdes farmacéuticas do presente invento incluem aquelas
que também contém um ou mais outros componentes ativos ou
agentes terapéuticos, adicionados a um composto ou composicdo
do presente invento. Exemplos de outros agentes terapéuticos
que podem ser combinados com o composto ou com a composicdo do
presente invento, quer administrados separadamente, gquer nas
mesmas composicdes farmacéuticas, incluem, sem que a esses se
limitem: (a) antagonistas de VLA-4, (b) corticosterdides, tais
como beclometasona, metilprednisolona, betametasona,
prednisona, prenisolona, dexametasona, fluticasona,
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hidrocortisona, budesonido, triancinolona, salmeterol,
salmeterol, salbutamol, formeterol; (c) imunossupressores tais
como ciclosporina (ciclosporina A, Sandimmune®, Neoral®),
tacrolimus (FK-500, Prograf®), rapamicina (sirolimus,
Rapamune®) e outros imunossupressores do tipo FK-506 e
micofenolato, e.g., micofenolato de mofetil (CellCept®); (d)
anti-histaminicos (antagonistas de Hl-histamina) tais como

bromofeniramina, clorfeniramina, dexclorfeniramina,
triprolidina, clemastina, difenidramina, difenilpiralina,
tripelenamina, hidroxizina, metdilazina, prometazina,
trimeprazina, azatadina, cipro-heptadina, antazolina,

feniramina, pirilamina, astemizol, terfenadina, loratadina,
cetirizina, fexofenadina, descarboetoxiloratadina, e outros do
género; (e) antiasmaticos né&do esterdides (e.g. terbutalina,
metaproterenol, fenoterol, isoetarina, albuterol, bitolterol
e pirbuterol), teofilina, cromolina sdédica, atropina, brometo
de ipratrépio, antagonistas de leucotrieno (e.g.,
zafirlucaste, montelucaste, pranlucaste, iralucaste,
pobilucaste e SKB-106203), inibidores da biossintese de
leucotrieno (zileuton, BAY-1005) ; (f) agentes anti-
inflamatdérios ndo esterdides (AINE) tais como os derivados de
acido propidnico (e.g., alminoprofeno, benoxaprofeno, acido
bucléxico, carprofeno, fenbufeno, fenoprofeno, fluprofeno,
flurbiprofeno, ibuprofeno, indoprofeno, cetoprofeno,
miroprofeno, naproxeno, oxaprozina, pirprofeno, pranoprofeno,
suprofeno, é&cido tiaprofénico e tioxaprofeno), derivados de
acido acético (e.g., indometacina, acemetacina, alclofenac,
clidanaco, diclofenac, fenclofenac, dcido fenclozico,
fentiazac, furofenac, ibufenac, isoxepac, oxpinac, sulindaco,
tiopinac, tolmetina, zidometacina e zomepirac), derivados de
dcido fenédmico (e.g., acido flufendmico, &cido meclofendmico,
dcido mefendmico, A4cido niflumico e &cido tolfenédmico),
derivados de &cido Dbifenilcarboxilico (e.g., diflunisal e
flufenisal), oxicams (e.g., isoxicam, piroxicam, sudoxicam e
tenoxicam), salicilatos (e.qg., dcido acetilsalicilico e
sulfasalazina) e as pirazolonas (e.g., apazona, bezpiperilona,
feprazona, mofebutazona, oxifembutazona e fenilbutazona); (g)
inibidores de ciclo-oxigenase-2 (C0OX-2) tais como celecoxib

(Celebrex®) e rofecoxib (Vioxx®) ; (h) inibidores de
fosfodiesterase do tipo IV (PDE 1IV); (i) compostos de ouro
tais como auranofina e aurotioglicose; (3) etanercepte

(Enbrel®); (k) terapias com anticorpos tais como ortoclone
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(OKT3), daclizumab (Zenapax®), basiliximab (Simulect®) e
infliximab (Remicade®); (1) outros antagonistas dos recetores

de quimiocina, especialmente os CCR5, CXCR2, CXCR3, CCR2, CCR3,
CCR4, CCR7, CXsCR1l e CXCR6; (m) lubrificantes ou emolientes
tais como geleia de petrdleo e lanolina; (n) agentes
ceratoliticos (e.g., tazaroteno); (o) derivados de vitamina
D3z, e.g. calcipotrieno ou calcipotriol (Dovonex®); (p) PUVA;
(gq) antralina (Drithrocreme®); (r) etretinato (Tegison®) e
isotretinoina e (s) agentes terapéuticos para esclerose
multipla tais como interferdo [(-13 (Betaseron®), interferdo
(R-la (Avonex®), azatioprina (Imurek®, Imuran®), acetato de

glatiramero (Capoxone®) , um glicocorticdide (e.qg.,
prednisolona) e ciclofosfamida; (t) DMARDS tais como
metotrexato; (u) outros compostos como o) acido 5-

aminosalicilico e os seus prdé-farmacos; hidroxicloroquina; D-
penicilamina; antimetabolitos tais como azatioprino, 6-
mercaptopurina e metotrexato; inibidores da sintese de DNA
tais como a hidroxiureia e desreguladores dos microtibulos
como a colchicina. A razdo ponderal entre o composto do
presente invento o segundo principio ativo pode variar e
dependerd da dose eficaz de cada componente. De modo geral,
serd usada uma dose eficaz de cada um. Assim, por exemplo,
quando o composto do presente invento é combinado com um AINE
as razdes ponderais do composto do presente invento para o
AINE variard geralmente de cerca de 1000:1 a cerca de 1:1000,
de preferéncia de cerca de 200:1 a cerca de 1:200. As
combinacdes do composto do presente invento e outros
componentes ativos encontrar-se-do também geralmente no
intervalo supramencionado, mas, em cada caso, deve ser usada
uma dose eficaz de cada principio ativo.

V. Exemplos
Apresentam-se os exemplos a seguir para ilustrar, mas ndo
limitar, o invento reivindicado.

Os reagentes e o0s solventes usados abaixo podem ser obtidos
de fontes comerciais tais como a Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, Wisconsin, EUA). Registaram-se 08 egpetros de
IH-RMN num espectrémetro de RMN de 400 MHz Varian Mercury.
Proporcionam-se os picos significativos relativos ao TMS e
encontram-se tabelados na ordem: multiplicidade (s, singleto;
d, dupleto; t, tripleto, g, quarteto; m, multipleto) e numero
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de protdes. O0Os resultados de espetrometria de massa sé&o
apresentados sob a forma de razdo de massa sobre a carga,
seguida da abundéncia relativa de cada ido (entre parenteses).
Nos quadros, apresenta-se um Unico valor m/e para o ido M+H
(ou, como se nota, M-H) contendo os isdétopos atdmicos mais
comuns. Os padrdes dos isbdtopos correspondem a fé4rmula esperada
em todos os casos. Efetuou-se a andlise por espetrometria de
massa com ionizacdo por eletropulverizacédo (EST) num
espectrémetro de massa de eletropulverizacdo Hewlett-Packard
MSD usando o HP1100 de HPLC equipado com uma coluna de 5 1,
Agilent Zorbax SB-C18, 2,1x50 mm, para entrega de amostras.
Normalmente dissolveu-se o analito em metanol a 0,1 mg/mL e
efetuou-se a infusdo de 1 microlitro com o solvente de entrega
no espectrémetro de massa, com varrimento de 100 a 1500
daltons. Todos o0s compostos puderam ser analisados no modo
positivo de ESI usando como solvente de entrega acetonitrilo/
agua com 1% de acido férmico. Os compostos fornecidos abaixo
também puderam ser analisados no modo negativo de ESI usando
como sistema de entrega NH40AC 2 mM em acetonitrilo/ agua.

Nos exemplos e ao longo da descricdo do invento usam-se as
seguintes abreviaturas:

HPLC, Cromatografia Liquida de Pressdo Elevada;

DMF, Dimetilformamida;

TFA, Acido Trifluoroacético;

THF, Tetra-hidrofurano;

EtOAc, Acetato de Etilo;

BOC»0, Dicarbonato de di-t-butilo ou anidrido de BOC;

HPLC, Cromatografia Liquida de Pressdo Elevada;

DIPEA, Di-isopropiletilamina;

HBTU, Hexafluorofosfato de O- (benzotriazol-1-1il1) -
N,N,N'",N'-tetrametilurdénio;

depf, 1,1'-Bis(difenilfosfino) ferroceno;

Pd; (dba)z, Tris(dibenzilidenoacetona)dipaladio(0);

DIPEA, di-isopropiletilamina;

DMP, dimetilftalato;

Me, metilo;

Et, etilo;

DCM, diclorometano.

O composto do invento pode ser sintetizado conforme se
descreve abaixo, usando uma variedade de reacdes conhecidas
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dos peritos na especialidade. Um perito na especialidade
reconhecera também a utilizacdo de métodos alternativos para
sintetizar o composto alvo deste invento e que as abordagens
descritas no corpo deste documento ndo sdo exaustivas, mas gue
proporcionam vias vastamente aplicédveis e préticas para os
compostos de interesse.

Determinadas moléculas descritas aqui podem existir em
diferentes formas enantioméricas e diastereoisoméricas e
reivindicam-se todas as variantes do composto do invento.

A descricdo detalhada dos procedimentos experimentais
usados para sintetizar os compostos chave neste texto conduz
a moléculas descritas pelos dados fisicos que as identificam,
assim como pelas representacbes estruturais gque 1lhes estédo
associadas.

Os peritos na especialidade reconhecerdo também gue
durante os procedimentos de sintese padrdo da guimica orgadnica
sdo freguentemente usados 4cidos e Dbases. Durante os
procedimentos experimentais descritos nesta patente sédo
produzidos, algumas vezes, sals dos compostos progénie, se
esses possuem a acidez ou basicidade intrinseca necesséria.
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Exemplo de Referéncia

Sintese de 1-[4-(4-Cloro-5-etoxi-2-fluorofenil)piperazin-
1-i1l]-2-[3-(1H-imidazol-2-il)-pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-
il]etanona.

Zn{CN)s
| | Paydba)s CN
R t-BuO. KaCOs X\ dopf S NHOH
[+ BN — e [ T S TN
N H o DMF, aquecimento N~ N N l}
t-BuO,C t-BuC,C
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N\ Y/

EtQ

N
O ClQN NH Qg  NF
N /
TFA HOH{;_,N D) - 2HC AN
N ~

F
= HBTU, 'ProNEt, DMF BO:I::I:”
N
7 (Protocolo A) cl F

Passo 1:

Agqueceu-se até 85°C uma mistura de 3-iodo-7-azaindazolo
(25,50 g) e KyCOz (41,4 g) em DMF (200 mL) e adicionou-se
lentamente cloroacetato de t-butilo (14,3 mL). Agitou-se a
mistura a essa temperatura durante 1 hora (h), arrefeceu-se
até a temperatura ambiente seguindo-se a adicdo de éagua
(300 mL). A filtracdo da mistura de reacdo proporcionou o éster
t-butilico do acido (3-iodo-pirazolo[3,4-blpiridin-1-i1) -
acético.

Passo 2:

Efetuou-se a carga de um baldo de vidro de 250 mL com éster
t-butilico do 4cido (3-iodo-pirazolo[3,4-blpiridin-1-il) -
acético (15,0 g), PdCla(dppf) (3,0 g), Zn(CN)» (4,96 g), DMF
(200 mL) e HxO (14 mL). Desgaseificou-se o frasco contendo a
suspensdo resultante e encheu-se com gds azoto repetidamente
durante 5 minutos, seguindo-se a adicdo de Pdz(dba)s (3,85 g)
a mistura reacional. Aqueceu-se a mistura reacional sob N2z a
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90°C durante 16 h, arrefeceu-se até a temperatura ambiente,
diluiu-se com H»O (800 mL) e filtrou-se. Lavou-se com tolueno
(10 mL) o sélido recolhido para proporcionar o éster t-butilico
do é&cido (3-ciano-pirazolo[3,4-blpiridin-1-il)-acético sob a
forma de um sélido amarelo.

Passo 3:

Aqueceu-se, durante a noite, sob Ny a 65°C, uma mistura de
éster t-butilico do &cido (3-ciano-pirazolo[3,4-blpiridin-1-
il)-acético, cloridrato de hidroxilamina (8,28 g) e EtsN (22,6
mL) em EtOH (120 mL). Arrefeceu-se a mistura resultante até a
temperatura ambiente, filtrou-se e lavou-se o sb6lido recolhido
com HzO (100 mL) e Et20 (50 mL x2) para proporcionar o éster
t-butilico do &acido [3-(N-hidroxicarbamimidoil)-pirazolol[3,4-
blpiridin-1-il]-acético.

Passo 4:

Efetuou-se a carga de éster t-butilico do é&cido [3-
(N-hidroxicarbamimidoil)-pirazolo[3,4-blpiridin-1-il]-acético
(6,17 g) num frasquinho de 100 ml, com AcOH (45 mL) e Ac20
(4,3 mL). Agitou-se a mistura vresultante a temperatura
ambiente durante 1 h e nessa altura a suspensido inicial tornou-
se uma solucdo limpida. A essa solucdo adicionou-se Pd/C (10%,
900 mg) e agitou-se sob um baldo de H; a 1 atm, agitou-se a
mistura resultante durante a noite a temperatura ambiente.
Filtrou-se a mistura reacional através de uma almofada de
celite e lavou-se com DCM/MeOH. A evaporacdo do solvente
originou o éster t-butilico do &cido (3-amidino-pirazolol[3,4-

blpiridin-1-il)-acético que se utilizou sem outra purificacédo.

Passo 5:

Efetuou-se a carga do éster t-butilico do 4cido (3-amidino-
pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-il)-acético obtido acima num
frasquinho de 100 ml com cloroacetilaldeido (5,72 mL), dioxano
(50 mL) e KCOz (12,42 g). Agitou-se a mistura resultante a
80°C durante 4 h e adicionou-se-lhe mais cloroacetilaldeido
(5,72 mL) e KyCOz (12,42 g). Agitou-se a mistura mais 1 h a
80°C e agitou-se a 120°C durante mais 1 h, arrefeceu-se até a
temperatura ambiente, diluiu-se com diclorometano (DCM) ,
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lavou-se com salmoura, secou-se (Na»504) , filtrou-se e
evaporou-se 1in vacuo. A purificacdo por cromatografia flash
proporcionou o éster de t-butilo do 4cido 2-(3-(lH-imidazol-
2-il)-1H-pirazolo[3,4-blpiridin-1-il)acético sob a forma de um
6leo castanho.

Passo 6:

Dissolveu-se em acido trifluoroacético (TFA) (10 mL) o
éster de t-butilo do acido 2-(3-(lH-imidazol-2-il)-1H-
pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-il)acético (977 mg) e agitou-se a
temperatura ambiente durante 1 h. Evaporou-se 1In vacuo a
mistura para proporcionar é&cido 2-(3-(lH-imidazol-2-i1)-1H-
pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-il)acético sob a forma de um &leo
castanho, que se utilizou sem outra purificacéo.

Passo 7:
(Protocolo A - o procedimento de acoplamento de HBTU)

Transferiu-se para um frasquinho uma solucdo de adcido 2-(3-
(lIH-imidazol-2-1l1) -1H-pirazolo[3,4-blpiridin-1-il)acético
(0,30 M, 0,40 mL, 0,12 mmol). Ao frasquinho adicionaram-se
dicloridrato de 1-(4-cloro-5-etoxi-2-fluorofenil)piperazina
(48 mg, 0,14 mmol), hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-
il)-N,N,N',N'-tetrametilurénio (HBTU) (55 mg, 0,14 mmol) e i-
ProNEt (0,30 mL) e agitou-se a mistura a temperatura ambiente.
Apbds 30 minutos, a andlise por LC/MS indicou a formacdo do
produto desejado e o consumo total do reagente Acido
carboxilico. Diluiu-se a mistura com EtOAc, lavou-se com Aagua
(Ix) e salmoura (1x), secou-se sobre NazS0s e evaporou-se.
Purificou-se o residuo por cromatografia em silica gel (1% a
8% de MeOH em CHzCl,) para proporcionar 1-[4-(4-cloro-b5-etoxi-
2-fluorofenil)piperazin-1-il1]-2-[3-(1H-imidazol-2-1i1) -
pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-il]etanona sob a forma de um sdélido
bronzeado:

'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 8,79 (dd, 0,6 H, J = 8,4, 1,6
Hz), 8,66 (dd, 0,4 H, J= 8,0, 1,6 Hz), 8,57-8,55 (m, 1H),
7,29-7,26 (m, 1H), 7,22-7,16 (m, 1H), 7,09-7,05 (m, 2H), 6,50-
6,45 (m, 2H), 5,45 (s, O0,6H), 5,43 (s, 1,4H), 4,07-4,01 (m,
2H), 3,81-3,69 (m, 4H), 3,17-3,13 (m, 1,6H), 3,08-3,02 (m,
2,4H), 1,50-1,42 (m, 3H):;

LC/MS m/z (M+H)* 484,4.
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Exemelo 1

Sintese de 1-[4-(4-Cloro-3-metoxi-fenil)-piperazin-1-il]-
2-[3-(1H-imidazol-2-il) -pirazolo[3,4-b]piridin-1-il] -etanona.
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Preparou-se o composto do titulo a partir de 1-[4-(4-cloro-
3-metoxi-fenil)-piperazin-1-il]-2-[3-iodo-pirazolo[3,4-
blpiridin-1-il]-etanona (ver o Pedido de Patente dos E.U.A. de
N.° de série 11/474132, publicada como US 2007/0010524) em
conformidade com o procedimento semelhante ao descrito no passo
2 ao passo b da sintese do Exemplo de Referéncia:

1H RMN (CDCls, 400 MHz) & 10,22 (largo, 1H), 8,82 (dd, 1H),
8,56 (dd, 1H), 7,20-7,30 (m, 3H), 7,11 (s, 1H), 6,47 (d, 1H),
6,42 (dd, 1H), 5,44 (s, 2H), 3,88 (s, 3H), 3,80 (m, 4H), 3,19
(m, 4H);

MS (ES) M+H esperado 452,2.
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Exemplo 2
Passo 1 Passo 2 Passo 3
HN NBac conc. HCI C|/\",C|
_dg::>*_ — _ﬁg:_>}_ \ Meon @07% CF—é >»—ﬁr_\NH ©
Cl Br Cl N NBoc
NaOtBu, Pd.dbas 95% Med K2COs,
MeO Rac-BINAP, MeC e c2Hol DEM(;HZOI
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Passo 4 Passo 5
K,CO,, Nal Hidrato de trimero de glioxal
DMF, 80 °C NH4OAc, ACOH, THF-MeOH
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Passo 6
)
MeO
Passo 1:
4- (4-Cloro-3-metoxifenil)piperazina-l-carboxilato de
t-butilo
.Boc
Pdy(dba) N
MBOD/BI' (\N,BOC rac-BINAP MeO N\)
+ \)
cl HN NaOt-Bu CI:©
PhMe, 60 °C
93%

A um baldo de vidro de 5-L, de trés tubuladuras, Morton,
equipado com um agitador mecénico, adaptador de gas, manta de
aquecimento e termdémetro, adicionou-se rac-BINAP (4,24g, 0,005
equivalentes) e Pdz(dba)s (3,20qg, 0,0025 equivalentes).
Evacuou-se o baldo de vidro e voltou a encher-se com azoto.
Adicionou-se tolueno (100 ml) através de uma canula. Agitou-se
a mistura a temperatura ambiente durante 15 minutos para

originar uma soluc¢do de cor purpura. Adicionou-se entdo tolueno
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(2,0 L). Adicionou-se numa porcdo 2-cloro-5-bromoanisole
(300,3g, 1,356 mol, 1 equivalente). Adicionou-se numa poOrcgao
Boc-piperazina (252,49, 1 equivalente). Adicionou-se numa

porcédo t-butdxido de sddio (183,0g, 1,4 equivalente). Evacuou-
se o0 baldo de vidro e voltou a encher-se com azoto. Aqueceu-
se entdo a mistura até uma temperatura interna de 60°C. Obteve-
se uma pasta heterogénea de coloracdo laranja clara. Apds 1 h,
a mistura tornou-se uma solugdo homogénea castanha. Apds mais
15 horas, arrefeceu-se a mistura até a temperatura ambiente.
Adicionou-se EtOAc (2,0L) a mistura sob agitacdo. Filtrou-se
o sb6lido. Lavou-se com EtOAc (100 mL), o filtrado. Lavou-se 0
filtrado combinado com 10% de solucdo agquosa de KxCOz (1 x 1L),
dgua (1 x 1L) e secou-se sobre MgSOz. Removeu-se o solvente in
vacuo para proporcionar o produto sob a forma de um sélido de
coloracédo laranja (410,3g, 93% de rendimento).

Passo 2:
Dicloridrato de 1-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazina

(/A\N'Boc conc. HCI r:::TF

MeO N
MeO N
\) MeCH, 60 °C D/

95%

Efetuou-se a carga de um matraz de 4-L, equipado com
agitador mecéanico, com 4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazina-1-
carboxilato de t-butilo (500g, 1,53 mol, 1 equivalente) e MeOH
(1,50 L). Engquanto se agitava a temperatura ambiente,
adicionou-se HC1l concentrado a 37% (500 mL, 4 eguivalentes)
durante 5 minutos. A temperatura interna subiu até 40°C e a
solucdo tornou-se espessa com precipitado. Apds 15 min,
agueceu-se a mistura até uma temperatura interna de 60°C numa
placa de aquecimento. (a medida gque a mistura aqueceu,
aproximadamente a 50°C, comecou-se a formar espuma). Apds 2 h
a 60°C, arrefeceu-se a solucdo até a temperatura ambiente e
subsequentemente até 5°C num frigorifico. Recolheu-se o
produto por filtracdo em dois lotes. Lavou-se com EtOAc (2x
500 mL) cada lote do filtrado de coloracdo castanha avermelhada
para originar um sélido de coloracédo amarela clara. Combinaram-
se o0s dois 1lotes para proporcionar o produto (391,3qg).
Concentrou-se o filtrado até um volume de 300 mL in vacuo e
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tratou-se com MeOH (500 mL) quente (50°C). Arrefeceu-se a
mistura até 5°C num frigorifico durante 24 h. Recolheu-se o
precipitado resultante por filtracdo e lavou-se com EtOAc (2x
200 mL) para proporcionar mais 44,3g de produto (total de
435,69, 95% de rendimento).

Passo 3:
2-cloro-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-il) -
etanona

O
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A um baldo de vidro de 3-L, equipado com um agitador
mecanico, adicionou-se dicloridrato de 1-(4-cloro-3-
metoxifenil)piperazina (220 g, 0,73 mol, 1 equivalente), CH2Cl»
(1000 mL) e &gua (1000 mL). Arrefeceu-se a mistura bifésica
até 5°C com um banho de &gua-gelo. Adicionou-se KxCOsz (506 g,
5 equivalentes) a solucdo vigorosamente agitada, em porcgdes,
para minimizar a formacdo de espuma. Adicionou-se, gota a gota,
uma solucdo de cloreto de cloroacetilo (124,4 g, 1,5 equiv) em
CH2C1l; (100 mL), a partir de um funil de adicédo, enguanto se
mantinha a temperatura interna inferior a 8°C. Apds 1 h,
retirou-se o banho de arrefecimento e a reacdo aqueceu até a
temperatura ambiente. Apds mais 1 h, submeteram-se as camadas
a particdo. Efetuou-se a extracdo da fase aquosa com CHyCl, (2x
300 mL) e secaram-se as camadas orgédnicas combinadas sobre
NazS04/K2C0Os a 3:1 (a adicdo de KCOz ajuda a fase da solucdo a
tornar-se limpida). Apds a filtracdo, concentrou-se o filtrado
in vacuo e secou-se o residuo durante 16 h sob véacuo para
proporcionar o produto sob a forma de um sélido quase branco
(410 g, 92% de rendimento).
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Passo 6:
7-azaindazole-3-carboxaldeido

o-TolMgCl, THF, depois

I i-PrMgCl; depois CHO
| N N-formilpiperidina [jcij:jé
N | N
N/ H 0 oc N/ Nl
73% H

Efetuou-se a carga de um baldo de vidro de 5-L, de trés
tubuladuras, equipado com um termémetro digital, um funil de
adicdo de 1L e um agitador mecénico (todo o material de wvidro
seco numa estufa e arrefecido ao ar durante 30 min antes da
sua utilizacdo), com 3-iodo-7-azaindazole (196,0 g, 0,80 mol)
e 1L de THF anidro (em garrafa SureSeal da Aldrich e usado tal
e qual). Os sdélidos dissolveram-se completamente em THF a
temperatura ambiente para formarem uma solucdo de coloracédo
castanha escura. Arrefeceu-se entdo o baldo de vidro até -5°C
com um banho de gelo/NaCl e agitacdo moderada e adicionou-se,
gota a gota, cloreto de o-tolilmagnésio (solucdo 1M em THF,
880 mL, 1,1 equivalente) para manter a temperatura interna
entre -5°C e -3°C (apdés a adicdo de 820 mL de solucdo de
cloreto de o-tolilmagnésio, a temperatura nédo subiu mais).
Todo © processo de adicdo demorou 2 horas e 25 minutos. No
final da adicdo, a mistura era uma solucdo homogénea de

coloracdo castanha escura.

Apbdés mais 1 h, adicionou-se, gota a gota, solucdo de
cloreto de isopropilmagnésio (2M em THF, 480 mL,
1,2 equivalentes) para manter a temperatura interna <4°C.
Depois de 25 min e cerca de 200 mL de solucdo de cloreto de
isopropilmagnésio adicionados, comecou a formar-se precipitado
castanho. Depois da adicdo de um total de 380 mL de solucdo de
cloreto de isopropilmagnésio, a mistura tornou-se novamente
homogénea. Efetuou-se todo o processo de adicdo em 45 min.
Apds mais 1 h e 25 min, retirou-se uma pequena quantidade de
composto e extinguiu-se com D;O. A andlise por LCMS dessa
amostra indicou a total permuta de iodo-Mg.

Adicionou-se entéo, gota a gota, l-formilpiperidina
(120 mL, 1,3 equivalentes) para manter a temperatura interna
<2°C. Depois de adicionados cerca de 30 mL de 1-formil-
piperidina, a temperatura interna ndo subiu mais e adicionou-se
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a restante l-formilpiperidina relativamente réapido. Todo o
processo de adicdo demorou 20 min. No final da adicdo a mistura
ainda era uma solucdo homogénea de coloracdo escura e permitiu-
se que agquecesse lentamente até a temperatura ambiente e
agitou-se moderadamente durante 18 h.

Voltou-se a arrefecer a mistura até 0°C com um banho de
gelo/NaCl e extinguiu-se pela adicdo lenta de uma mistura de
solucdo saturada de NHsCl (750 mL)/ solucdo concentrada de HC1
(250 mL) para manter a temperatura interna a <35°C. Apds
terminada a adicdo, continuou-se a agitar durante 1 h e surgiu
um precipitado amarelo. Filtrou-se a mistura e lavou-se o
s6lido com THF (100 mL). Transferiu-se o filtrado recolhido
para um funil de separacdo e ajustou-se o pH da camada aquosa
até um valor entre 5 e 6 com a adicdo de NaHCOs (cerca de 5 qg).
Separou-se a camada de THF e lavou-se com solucdo saturada de
NaCl (2x 100 mL). Efetuou-se a extracdo com EtOAc (3x 250 mL)
das camadas aquosas combinadas (incluindo a lavagem de NaCl e
a camada aquosa extinta). Secaram-se as camadas orgéanicas
combinadas (Naz504), filtraram-se e evaporaram-se 1In vacuo
(temperaturas do banho <30°C) para originar um sdélido
acastanhado. Triturou-se este sdélido com Et20 (600 mL) e
filtrou-se. Lavou-se com Etz0 (2x 100 mL) o sélido recolhido
para originar 7-azaindazole-3-carboxaldeido sob a forma de um
s6lido amarelado (86,6 g, 73%).

Passo 4:
1-[4-(4-Cloro-5-etoxi-2-fluorofenil)piperazin-1-il]-2-[3-
formil-pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-il]etanona
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Aqueceu-se até 85°C (o processo de aquecimento demorou
cerca de 1,5 h) uma mistura de 7-azaindazole-3-carboxaldeido
(86,6 g, 0,59 mol, 1 equivalente), Nal (8,8 g, 0,1 equivalente)
e KyCOsz (162,5 g, 2 equivalentes) em DMEF (0,5 L) num baldo de
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5 L. Adicionou-se a mistura reacional 2-cloro-1-(4-(4-cloro-
3-metoxifenil)piperazin-1-il)etanona (175 g, 1 equivalente) em
pequenas porcgdes. Todo o processo de adicdo demorou 30 minutos.
Agitou-se entdo a mistura a 85°C durante 30 minutos e a LCMS
confirmou que a reacdo terminara. Apds o arrefecimento até a
temperatura ambiente, transferiu-se a mistura para um baldo de
4 L com 2 L de gelo. Enxaguou-se o baldo reacional com uma
pequena quantidade de acetona (30 mL) e transferiu-se para a
mistura de DMF/gelo também no baldo de 4 L. Precipitaram muitos
s6lidos acastanhados. Apds a completa fusdo do gelo, filtrou-
se a mistura. Lavou-se o sdélido recolhido com &agua (1 L),
misturou-se e depois lavou-se com agua (1 L) para descartar
algum DMF residual. O sélido recolhido continha muita é&gua,
logo dissolveu-se em CHyCl, (4 L) e transferiu-se a mistura
para um funil de separacdo de 5 L. Separou-se a camada de CHzCl,
do fundo e lavou-se a camada aquosa do topo com CHxCl, (2x 100
mL) . Secaram-se as camadas de CH2Clz combinadas (NazS04),
filtraram-se e evaporaram-se in vacuo para originar 1-[4-(4-
cloro-5-etoxi-2-fluorofenil)piperazin-1-il]-2-[3-formil-
pirazolo[3,4-b]lpiridin-1-il]etanona sob a forma de um sdélido
acastanhado (236,4 g, 97%) que se utilizou sem purificacéo.

Passo 5:
1-[4-(4-Cloro-5-etoxi-2-fluorofenil)piperazin-1-il]-2-[3-
(1H-imidazol-2-il) -pirazolo[3,4-b]piridin-l1-il]etanona

HO. O .O. .OH Meo
1 ,l_ — . . o0 HN,
HOTTOTOT O gt N N N

MeO

c—, ;}—N' N—{  N.. g
- - s NH,OAc, AcOH | o et
o THF/MeOH, 40 “C Lo
o 58% -
Num bal&o de vidro de fundo redondo de 5 L, equipado com
uma barra de agitacdo magnética e uma entrada de azoto,
efetuou-se a suspenséao de 1-[4-(4-cloro-5-etoxi-2-
fluorofenil)piperazin-1-il]-2-[3-formil-pirazolo[3,4-b]-
piridin-1-il]Jetanona (300 g, 723 mmol, 1 eguivalente),
dihidrato de trimero de glioxal (60,6 g, 0,4 equivalente) e
acetato de aménio (222,9 g, 4 equivalente) numa mistura de THF
(720 mL) e MeOH (720 mL). Adicionou-se &cido acético (84 mL,
2 equivalente) e agueceu-se a mistura num banho de 6leoc a 45°C
(os sb6lidos dissolveram-se como aquecimento). Apds 12 horas,
a andlise por LC/MS indicou o consumo total do reagente aldeido
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e a formacdo do produto desejado (LC/MS m/z(M+H)*t 452,1).
Removeu-se o MeOH/THF por evaporacdo rotativa. Dissolveu-se o
residuo em 10% de MeOH em CHxCl, (ca. 1,5 L) e agitou-se
vigorosamente a mistura com carbonato de potédssio agquoso (ca.
210 g de carbonato de potédssio em ca. de 1,5 L de &gua, pH do
aquoso = 8-9). Separaram-se as camadas, efetuou-se a extracdo
da camada aquosa com 10% de MeOH em CHxCl, (2x 100 mL).
Concentraram-se as camadas organicas combinadas para originar
um sé6lido oleoso de coloracdo castanha. Efetuou-se a suspenséo
do produto bruto em 10% de MeOH em EtOAc (ca. 1 L). Adicionou-
se Na»S04 anidro (ca. 60 g) e silica gel (ca. 100 g) e aqueceu-
se suavemente a pasta com uma pistola de calor para dissolver
o produto bruto. Transferiu-se a pasta para um funil de filtro
de vidro poroso de 2 L contendo silica gel (ca. 100 g, pré-
equilibrada com 10% de MeOH em EtOAc) e eluiu-se o produto
através da rolha de silica gel com 10% de MeOH em EtOAc (ca.
6 L) e 1% de EtsN, 10% de MeOH em EtOAc (ca. 10 L). (Nota: a
dissolucdo incompleta do produto e/ou a precipitacdo de produto
na presenca de silica gel complicou a filtracdo). Removeram-
se 08 solventes por evaporacdo rotativa. Triturou-se o residuo
com MeCN (1x 300 mL) e secou-se (evaporacdo rotativa seguida
de véacuo elevado) para proporcionar 1-[4-(4-cloro-5-etoxi-2-
fluorofenil)piperazin-1-il]-2-[3-(1H-imidazol-2-il) -
pirazolo[3,4-b]piridin-1-il]etanona sob a forma de um sdélido
quase branco (190 g, 58%, pureza por LC/MS >98%).

Passo 7:

Sal cloridrato de 2-(3-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazolo[3,4-
bl]piridin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-

N
J"§ HCl (2M em Et,0) N N/—\N O
N
H EiOAc ;:: —/

MeO

il)etanona

Efetuou-se a carga de um baldo de wvidro de 2 L com um
agitador magnético com o reagente (5,1 g, 11,28 mmol) e EtOAc
(900 mL). Aqueceu-se a suspensdo resultante para formar uma
solucédo limpida e arrefeceu-se até a temperatura ambiente sob
agitacdo moderada. A solucdo resultante, a temperatura
ambiente, adicionou-se, gota a gota, HCl em Et;0 (2M, 6,2 mL,
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12,42 mmol) durante 5 min. Apds a adicdo, agitou-se a suspenséo
resultante a temperatura ambiente durante mais 1 h. Recolheu-
se o sb6lido por filtracdo e lavou-se com Et;0 (150 mL x2) e
secou-se 1in vacuo para proporcionar 5,4 g de um pd quase
branco. Efetuou-se a carga de um baldo de vidro de 250 mL com
um agitador magnético com o pd obtido anteriormente (5,4 g),
acetona (100 mL) e &gua desionizada (16 mL). Agueceu-se a
suspensdo resultante para formar uma solucdo limpida e agitou-
se para arrefecer. Quando a solucdo se tornou turva (apareceram
sementes de cristal), adicionou-se lentamente acetona (540 mL)
a suspensdo durante 20 min. Aqueceu-se a suspensdo resultante
até 50°C e agitou-se durante 2 h. A filtracdo enquanto quente,
a lavagem com acetona quente 50 mL x2) e a secagem Iin vacuo
originou 3,3 g (60%) do produto sob a forma de um sdélido quase
branco: P.f. 164-165°C. Os cristais surgiram como prismas num
microscédépio polarizante.

Exemplo 3
Pds(dba), NH
dppf, Zn(CN)s NHz 2
ACOH
— 0 DMF-H,0 — 0
cl N N—<_ N 60 °c  Cl N N N -CN 120 °C
AN rs N‘ — \_/ N
Mod 80% Med > 90%

MeO
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Passo 1:
Sintese de 1-{2-[4-(4-Cloro-3-metoxi-fenil)-piperazin-1-
il]-2-oxo-etil}-1H-pirazolo[3,4-b]lpiridina-3-carbonitrilo

MeO

OO

cl N N—<_ Na
s N

MeQ

Zn{CN); (1.1 eq) i ) VAR
Cl N N
/

Pdy(dba); (0.06 eq.)
dppf (0.08eq)

Efetuou-se a carga de um baldo de vidro de 200 ml com 1-[4-
(4-cloro-3-metoxi-fenil)-piperazin-1-il]-2-(3-iodo-pirazolo-
[3,4-blpiridin-1-il)-etanona (ver Pedido de Patente dos E.U.A
de N.° de série 11/474132, publicada como US 2007/0010524, 40
g, 78,1 mmol), dppf (3,86 g, 6,96 mmol), Zn(CN): (9,6 g, 81,6
mmol), DMEF (360 ml) e H20 (20 ml). Desgaseificou-se a suspenséo
resultante usando N; durante 5 min, seguindo-se a adicdo de
Pdy (dba)z (4,24 g, 4,64 mmol). Agueceu-se a mistura reacional
sob N2 a 90°C durante 2 h (monitorizada por TLC e LC-MS). Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente, diluiu-se com EtOAc
(1500 ml), filtrou-se para remover o precipitado e lavou-se
com H»O (1000 ml x2), EDTA.4Na saturado (800 ml x2), salmoura
e secou-se sobre NazS0z. Apds a evaporacdo do solvente,
adicionou-se éter (150 mL) e agitou-se durante 2 h. Filtrou-
se o0 sb6lido resultante para originar o produto desejado 30 g
(93%) sob a forma de um pd de coloracdo amarelo claro. A
recristalizacdo a partir de CHi:CN (160 mL) em refluxo
proporcionou 26 g (80%) de cristais com coloracdo amarela
clara: P.f. 183-185°C; tz = 2,38 min; MS (ES) M+H esperado
411,1, encontrado 411,1.

Passo 2:

Sintese de 1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-il)-2-
(3-(4,5-di-hidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazolo[3,4-b]-
piridin-1-il)etanona

MeQ HaN - NH
_/

MeO
S\ P N
C|~©—N N—( NeCN  (10eq) /0
-/ N cl N NJ<_ /[\>

AcCH (3 eq.)
EtOH

O

120 °C N
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Efetuou-se a carga de um baldo de vidro de 250 ml com 1-(2-
(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)-1H-
pirazol[3,4-blpiridina-3-carbonitrilo (15,3 g, 37,2 mmol),
EtOH (40 mL, ~1M). Sob banho de gelo e agitacdo, adicionou-se
AcOH (6,75 mL, 112 mmol), seguido de etilenodiamina (25 mL,
372 mmol). Agqueceu-se a mistura resultante a 120°C (banho) sob
N, (observou-se a mistura a comecar a refluxar) durante 1,5 h.
A TLC e a LC-MS indicaram o desaparecimento do reagente e a
formacdo de imidazolina. Apbds o arrefecimento até a temperatura
ambiente, diluiu-se a mistura com DCM (700 mL) e lavou-se com
HoO (350 mL). Efetuou-se a contra-extracido da camada de HO com
DCM (150 mL), lavou-se a camada orgdnica combinada com salmoura
(350 mL) e secou-se sobre MgSOs. Apds a evaporacdo do solvente
a pressdo reduzida, efetuou-se a suspensdo do residuo em EtOAc
quente (80 mL). Apds o arrefecimento até a temperatura
ambiente, recolheu-se o sdélido por filtracdo e lavou-se com
EtOAc (30 mL) para proporcionar o composto do titulo sob a
forma de pds brancos (16 g, 95%) que se utilizaram diretamente
na passo seguinte: P.f. 133-135°C; tr = 1,369 min. MS (ES) M+H
esperado 454,2, encontrado 454,4.

Passo 3:
2-(3-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il)-1-
(4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-il)etanona

O

CL
> ~0Ac
MeO N A oac MeQ
c N '/> (1.5€q) RN %
L) N cl N N—<_ N
H 3 F N: —
DMSO

Efetuou-se a carga da imidazolina anterior (12,3 g,
27,1 mmol) num baldo de wvidro de 500 ml com DMSO anidro
(108 mL, ~0,25 M). Adicionou-se DMP (17,2 g, 40,6 mmol), porcéo
a porcdo, sob agitacdo. Agitou-se a mistura resultante a 45°C
sob Nz durante 2 h (monitorizada por TLC e LC-MS). Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente, extinguiu-se a
reacdo com NazS3:03 saturado (100 mL) (banho de gelo), seguido
de NaOH 3N (100 mL) (pH 12 a 13) e H»O (300 mL) e submeteu-se
a extracdo com DMC (600 mL + 300 mL). Lavou-se a camada organica



EP 2 155 712/PT
43/48

combinada com NaHCOz saturado (300 mL), salmoura (300 mL) e
secou-se (MgSOs4 120 g). Apds a evaporacdo do solvente organico,
dissolveu-se o residuo sélido amarelo (~11 g) em CHs3CN (20 mL)
quente. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente,
recolheu-se o) sbélido resultante por filtracéo para
proporcionar 6,7 g (55%) do composto do titulo sob a forma de
cristails de coloracido bronze claro: P.f. 149-152°C; tr = 1,309
min. MS (ES) M+H esperado 452,2, encontrado 452,4. Concentrou-
se o liquor mé&e e proporcionou mais 0,6 g (rendimento do total
isolado 60%).

Exemelo 4

0O exemplo que se segue ilustra as inesperadas propriedades
farmacocinéticas superiores do composto do invento quando
comparado a um composto idéntico previamente descrito
(Publicacdo dos E.U.A. N.° 2007/0010524A1).

Para fins comparativos, apresentam-se no Quadro 2A o0s
perfis farmacocinéticos do composto do invento (composto B) e
de dois compostos descritos na Publicacdo dos E.U.A.
N.° 2007/0010524A1 (i.e., Compostos A e C). Conforme ai se
apresenta, o Composto B possuili propriedades farmacocinéticas
superiores. Mais especificamente, o Composto B do invento &
mais vantajoso, uma vez que exibe substanciais aumentos na
absorcdo oral (segundo o medido por % de biodisponibilidade
oral); valores de Cmax, e AUC quando comparado aos Compostos

A e C estruturalmente semelhantes.

Protocolo de FC em ratinhos:

Num estudo de farmacocinética, doseou-se cada composto
para quatro machos de ratinhos naive Sprague-Dawley. Dois
animais receberam por via intravenosa (i.v.) uma monodose de
um composto (formulado em 31,6% de propilenoglicol/ 31,6% de
N,N-dimetilacetamida/ 36,8% de EtOH) a 1 mg/kg, dois animais
receberam uma dose oral (p.o.) do composto (formulado em 1% de
HPMC em &gua) a 50 mg/kg. Colheram-se amostras de sangue em
pontos temporais pré-determinados (até 24 horas) apds cada
toma e analisaram-se as respetivas concentracdes plasmaticas
de composto usando um método por LC-MS/MS. Construiram-se as
curvas de concentracdo plasmética - tempo e determinaram-se os
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respetivos parédmetros farmacocinéticos wusando andlise né&o
compartimental. Calcularam-se os valores de Cmax (concentracédo
plasmadtica médxima) e de AUC (4rea sob a curva) apresentados no
Quadro com base nas curvas de concentracdo plasmatica - tempo
apds a toma oral. Os valores de F (biodisponibilidade oral)
eram as razbdes entre a &rea sob a curva apds a toma oral
(normalizada para 1 mg/kg) e a &rea sob a curva apds a toma

intravenosa.

Quadro 2A*
MeO A )N|:\>
NS Het ©
Chﬂz::>—N\_JN—4L”N\ € ‘E
g
e D
Heté 5 H
-0
c N /

Composto A Composto B Composto C
Cmax [ng/mL/h] 2780 24233 1382
AUC [ng/mL/h] 11864 73982 5594
% de
Biodisponibilidade 10% 70% 3%
oral

* Os compostos foram administrados oralmente a 50 mg/kg a

ratinhos SD.

Exemplo 5

Este exemplo ilustra a avaliacdo da atividade bioldgica
associada ao composto do invento.
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MATERIAIS E METODOS

A. Células

1. Células que expressam CCR1

a) Células THP-1

Obtiveram-se células THP-1 a partir de ATCC (TIB-202) e
cultivaram-se como suspensdo em meio RPMI-1640 suplementado
com 2 mM de L-glutamina, 1,5 g/L de bicarbonato de sédio,
4,5 g/L de glucose, 10 mM de HEPES, 1 mM de piruvato de sédio,
0,05% de 2-mercaptoetanol e 10% de FBS. As células cresceram
sob 5% de C02/95% de ar, 1005 de humidade a 37°C e
subcultivaram-se duas vezes por semana a 1:5 (células
cultivadas a uma densidade no intervalo de 2x10° a
2x10% células/mL) e colheram-se a 1x10¢ células/mL. As células
THP-1 expressam o0 CCR1 e podem ser utilizadas em testes
funcionais e de ligacdo a CCR1.

2. Testes de Quimiotaxia

Efetuaram-se testes de quimiotaxia wusando filtros de
policarbonato com poros de 5 \m, revestidos com
polivinilpirrolidona em cémaras de quimiotaxia de 96 pocos
(Neuroprobe; Gaithersburg, MD) usando tampdo de qgquimiotaxia
(solucdo salina equilibrada de Hank (HBSS) e 1% de FBS).
Utilizam-se os ligandos quimiocina de CCR1 (i.e., MIP-la,
CCL15/Leucotactina; R&D Systems; Minneapolis, MN) para avaliar
a inibicdo mediada pelo composto da migracdo mediada pelo CCRI.
Utilizam-se outras quimiocinas (i.e., SDF-la; R&D Systems;
Minneapolis, MN) como controlos de especificidade. Carregou-
se a cémara inferior com 29 pl de quimiocina (i.e., 0,1 nM de
CCL15/Leucotactina) e vArias quantidades de composto; a cémara
do topo continha 100000 células THP-1 ou mondécitos em 20 pl.
Incubaram-se as cémaras 1-2 horas a 37°C e guantificou-se o
numero de células na cémara inferior, quer por contagem direta
de células em cinco campos de elevada poténcia por poco, dquer
pelo ensaio CyQuant (Sondas moleculares), um método de corante
fluorescente que mede o teor de &cido nucleico e observacédo

microscédpica.
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B. Identificacdo de inibidores de CCR1

Uma das principais func¢bdes das quimiocinas ¢é a sua
capacidade para mediar a migracdo de células que expressam O
recetor de quimiocina, tais como os gldébulos Dbrancos
sanguineos. Para confirmar que o composto inibia n&o sé6 a
ligacdo especifica ao CCR1 e sinalizacdo (pelo menos como se
determinou pelos testes de mobilizacdo de célcio), mas também
a migracdo mediada pelo CCR1, usou-se um teste de quimiotaxia.
Utilizaram-se como alvos as células de leucemia
mielomonocitica THP-1, que se assemelham a mondcitos, assim
como mondécitos acabados de isolar, para a quimioatracdo pelos
ligandos quimiocina de CCR1 (i.e., MIP-1q,
CCL15/leucotactina) . Colocaram-se as células no compartimento
do topo de uma cédmara de migracdo de micropocos, enquanto se
efetuava a carga de MIP-la (ou outro ligando potente quimiocina
de CCR1) e de concentracdes crescentes de um composto de
interesse na cémara inferior. Na auséncia de inibidor, as
células migrardo para a cadmara inferior em resposta ao agonista
de quimiocina; se um composto inibir a funcdo do CCR1, entéo
a maioria das células permanecerd na céamara superior. Para
verificar a afinidade do composto pelo CCR1l, assim como
confirmar a sua capacidade de inibir a migracdo celular mediada
por CCR1, titulou-se, neste ensaio de guimiotaxia, a atividade
inibidora numa gama de concentracdes de composto de 1x10-10 g
1x10-4 M. Neste ensaio, a quantidade de composto wvariou;
enquanto se manteve constante o nuUmero de células e as
concentracdes de agonista de quimiocina. Apds a incubacdo das
cédmaras de quimiotaxia durante 1-2 horas a 37°C, quantificaram-
se as células responsivas na camara inferior marcando-as com
o ensaio CyQuant (Sondas Moleculares), um método com corante
fluorescente que mede o teor de acido nucleico, e medindo com
um Spectrafluor Plus (Tecan). Utilizou-se o programa de
computador Prism da GraphPad, 1Inc. (San Diego, Ca) para
calcular os valores de ICso. Os valores de ICsp sdo as
concentracdes de composto necessarias para inibir em 50% o

numero de células responsivas ao agonista de CCRI1.
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1. Eficadcia in vivo

a) Modelo de coelho de inflamacdo destrutiva das
articulacbes

Conduziu-se um estudo de LPS em coelhos essencialmente como
descrito em Podolin, et al. J. Immunol. 169(11):6435-6444

(2002) . Trataram-se intra-articularmente com LPS (10 ng), em
ambos 0s joelhos, fémeas de coelhos New Zealand
(aproximadamente 2 quilogramas). Administrou-se oralmente o

composto, por exemplo 1,016 (formulado em 1% de metocel) ou
veiculo (1% de metocel), num volume de dosagem de 5 ml/kg em
duas vezes (2 horas antes da injecdo intra-articular de LPS e
4 horas apds a injecdo intra-articular de LPS). Dezasseis horas
apds a injecdo de LPS, lavaram-se os joelhos e efetuou-se a
contagem das células. Determinaram-se os efeitos benéficos do
tratamento pela reducdo no numero de células inflamatdrias
recrutadas para o fluido sinovial inflamado das articulacdes

do Jjoelho. O tratamento com o composto resultou numa
significativa reducédo no recrutamento de células
inflamatérias.

b) Avaliacdo de um composto de interesse num modelo de rato
de artrite induzida por colagénio

Efetua-se um estudo de artrite de colagénio de tipo II
desenvolvida em 17 dias para avaliar os efeitos do composto
sobre o inchaco clinico do tornozelo induzido por artrite.
A artrite de colagénio do rato é um modelo experimental de
poliartrite que tem sido muito usado em testes pré-clinicos de
muitos agentes antiartriticos (ver Trentham, et al., J. Exp.
Med 146(3):857-868 (1977), Bendele, et al., Toxicologic
Pathol. 27:134-142 (1999), Bendele, et al., Arthritis Rheum.
42:498-506 (1999)). As marcas caracteristicas deste modelo séio
o fidvel aparecimento e progressido de inflamacdo poliarticular
robusta, facilmente mensuravel, marcada destruicéao da
cartilagem associada a formacdo de pannus e fraca a moderada
ressorcdo dssea e proliferacdo periosteal do osso.

Anestesiam-se fémeas de rato Lewis (aproximadamente 0,2
quilogramas) com 1isoflurano e injetam-se com Adjuvante
Incompleto de Freund contendo 2 mg/mL de colagénio de tipo II
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bovino na base da cauda e em dois locais sobre o dorso nos
dias 0 e 6 deste estudo de 17 dias. Administra-se o composto
diariamente num modo subcutdneo desde o dia 0 até ao dia 17
numa dose eficaz. Efetuam-se medicdes do calibre do didmetro
da articulacdo do tornozelo, e toma-se como medida da eficéacia
a reducdo do inchaco da articulacédo.

A atividade do composto do invento no ensaio de quimiotaxia
descrito anteriormente é ICso £ 100 nM.

Lisboa, 2016-12-06
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REIVINDICACOES

1. Composto que possui a férmula:

MeO

c

2. Composto que possui a férmula:
MeO
I\ p
\__/ N

ou um seu sal, hidrato ou N-6xido farmaceuticamente aceitéavel.

3. Composto da reivindicacdo 2, numa forma de hidrato.

4. Composto da reivindicacdo 2, numa forma de sal
farmaceuticamente aceitéavel.

5. Composicdo farmacéutica compreendendo o composto da
reivindicacéo 1 e um excipiente ou transportador
farmaceuticamente aceitével.

6. Composicdo farmacéutica compreendendo o composto da
reivindicacédo 2 e um excipiente ou transportador

farmaceuticamente aceitéavel.

7. Método de preparacdo do composto da reivindicacdo 1,
compreendendo o referido método:

(a) o contacto entre um composto que possui a fdérmula:
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N
HBCOQ/Q N,
Cl

e um reagente que forma imidazole em condig¢des suficientes

para formar o referido composto da reivindicacédo 1.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 7, em gque o
referido reagente que forma imidazole é selecionado do grupo
que consiste em glioxal ou um equivalente de glioxal.

9. Método de acordo com a reivindicacdo 7, em dque o
referido reagente que forma imidazole é glioxal e o referido
contacto ocorre na presenca de acetato de amdnio.

10. Método de preparacdo de um composto gue possui a

férmula da reivindicacédo 1, compreendendo o referido método:

(a) o contacto entre um composto que possui a férmula:

CN
o] N=

(N

HacoD/N\) N
cl

e etilenodiamina para formar um produto de imidazolina; e

(b) a oxidacdo do referido produto de imidazolina para
formar o referido composto gque possui a férmula da
reivindicacédo 1.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 10, em que a
referida oxidacdo ¢é efetuada com um reagente selecionado do
grupo que consiste em KMnO4, MnO2, PhI (OAc):, reagentes de Swern
e periodano de Dess-Martin.

12. Composto de acordo com a reivindicacdo 2 para
utilizacdo num método de tratamento de doencas ou condicdes
mediadas por CCRI1.
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13. Composto para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo

12, em que a referida doenca ou condicdo mediada por CCR1 é
uma condicdo inflamatdria ou é um distlrbio imunorregulador.

14. Composto para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
12, em que a referida doenca ou condicdo mediada por CCR1 é
selecionada do grupo gque consiste em artrite reumatoide,
esclerose multipla, rejeicdo de transplantes, restenose,
dermatite, eczema, urticéria, vasculite, doenca intestinal
inflamatéria, alergia alimentar, asma, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, psoriase, ltpus eritematoso,

osteocartrite, apoplexia, restenose e encefalomielite.

15. Composto para utilizacdo de acordo com gqualquer uma
das reivindicacdes 12 a 14, em que

(a) a via de administracédo do referido composto é a oral,
parentérica, retal, transdérmica, sublingual, nasal ou
tépica; ou

(b) o referido composto é administrado em combinacdo com
um agente anti-inflamatdério, um agente analgésico, um
agente antiproliferativo, um inibidor metabdélico, um
inibidor da migracdo de leucdbdcitos ou um imunomodulador.

16. Utilizacédo de um composto de acordo com a reivindicacéo
2 para a preparacdo de um medicamento para utilizacdo num
método de tratamento de doencas ou condic¢cdes mediadas por CCRIL,
em que opcionalmente:

(a) a referida doenca ou condicdo mediada por CCR1 é uma
condicdo inflamatdéria ou é um distlrbio imunorregulador;
ou

(b) a referida doenca ou condicdo mediada por CCR1 &
selecionada do grupo que consiste em artrite reumatoide,
esclerose multipla, rejeicdo de transplantes, restenose,
dermatite, eczema, urticédria, vasculite, doenca intestinal

inflamatéria, alergia alimentar, asma, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, psoriase, lupus
eritematoso, osteoartrite, apoplexia, restenose e

encefalomielite; ou
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(c) a via de administracédo do referido composto é€ a oral,
parentérica, retal, transdérmica, sublingual, nasal ou
tépica; ou

(d) o referido composto é administrado em combinacdo com
um agente anti-inflamatdério, um agente analgésico, um
agente antiproliferativo, um inibidor metabdélico, um
inibidor da migracdo de leucdcitos ou um imunomodulador.

Lisboa, 2016-12-06
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