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Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica. :
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Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

|
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)
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tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depoésito del material biolégico.
Arte final 12x12
De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
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pyrimidin-2ylamino)-phenyl]-benzamide (formula I), processes for the preparation thereof, pharmaceutical compositions contain-
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CRYSTAL FORM OF PHENYLAMINO PYRIMIDINE DERIVATIVES

This application is being filed on 02 March 2009}, as a PCT International Patent
application in the name of Natco Pharma Limitec\i, an Indian national corporation,
applicant for the designation of all countries except the U.S., and Amala kishan
Kompella, a citizen of India, Bhujana Rao Adibhatla Kali Satya, a citizen of India,
Sreenivas Rachakonda, a citizen of India, and Nannapaneni Venkaiah Chowdary, a
citizen of India, applicants for the designation of ithe: U.S. only, and claims priority to U.S.
Utility Patent Application Serial No. 12/042,247 filed on 04 March 2008 and U.S. Utility
Patent Application Serial No. 12/042,235 filed oﬂ 04 March 2008.

|

Field of the Invention

The present invention relates to a particular form lof the (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-
methyl-3-(4-pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)-phenyl]-benzamide (formula I), processes

for the preparation thereof, pharmaceutical comp(\>sitions containing this crystal form, and

their use as anti tumor agent in humans. The con\lpound of formula I, also known as AN-

019, is:

Formula I |
Development code: AN-019

l

Background of the Invention
The preparation of (3,5-bis triﬂuoromethyl)-Ii\I-[4-methyl-3-(4-pyridin-3y1—pyrimidin-
2ylamino)-phenyl]-benzamide of formula I, and| the use thereof, especially as an anti-
tumour agent, are described in Examples 3 and 4 of W02006/027795 (PCT/IN05/00243
filed July 19, 2005) which was published on 16 March 2006, and in corresponding
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applications in numerous other countries including USA (Pub. No.: US 2007/0232633).
In these publications polymorphism is not discussl.ed.

|
It has now been surprisingly found that under cer\tain conditions a new polymorphic form
of the compound of formula I is formed, which is described hereinafter as Form-III
crystal form, and it has advantageous properties. |

|

Summary of the Invention

The present invention relates to a particular form \of the (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-
methy1-3-(4-pyridin—3yl-pyrimidin—Zylamino)-ph¢ny1]—benzamide (formula I), processes
for the preparation thereof, pharmaceutical compositions containing this crystal form, and
their use as anti tumor agent in humans. The com\pound of formula I, also known as AN-

019, is: |

E\
fN |
‘

In an embodiment, the present invention relates to a Form-III crystal form of (3,5-bis
triﬂuoromethyl)—N-[4-methy1-3-(4-pyridin-3yl-py\rimidin-Zylamino)-phenyl]-benzamide
(formula I), wherein the Form-III crystal form has the XRPD characteristics listed in
Table 3, below. This crystal form can have a melting point at or above 240 °C. The
crystal form can be essentially pure. ‘

In an embodiment, the present invention relates tB a method of treating a subject in need
of anti-proliferative therapy. This embodiment of the method can include administering
to the subject a Form-III crystal form of (3,5.1—bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-

\
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pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)-phenyl]-benzamide (formula I), wherein the Form-III
crystal form has the XRPD characteristics listed iP Table 3, below.

|

" The present invention also relates to a pharmaceutical composition. The pharmaceutical

composition includes a pharmaceutically acceptable excipient and a Form-III crystal form
of (3,5-bis triﬂuoromet;hyl)-N-[4-methy1-3-(4-pyridin—3y1—i)yrimidin-2ylamino)-phenyl]—
benzamide (formula I), wherein the Form-III crystal form has the XRPD characteristics
listed in Table 3, below. |

\
The present invention also relates to a use of a Form-III crystal form of (3,5-bis
triﬂuoromethyl)—N-[4-mcthy1—3—(4-pyridin—3y1—pxﬁmidin—2y1amino)-phenyl]-benzamide
(formula I), wherein the Form-III crystal form ‘has the XRPD characteristics listed in
Table 1 below for producing an anti-prolifer&tive medicament for treating a tumor
disorder. |

\
The present invention relates to a process for preparing a Form-III crystal form of (3,5-bis
tn'ﬂuorome_thyl)—N-[4-methyl-3-(4-pyn'din—3yl-pyhmidin—Zylmino)-phenyl]-benzamide
(formula I), wherein the Form-III crystal form lhas the XRPD characteristics listed in
Table 3, below. This process includes treating the compound of formula I in a Form-I or
Form-1II crystal form with acetic acid or a mixture of dimethyl formamide and acetone,
hexane, or toluene. This process can also includ\e subsequently treating the once treated
compound with acetic acid, acetone, hexane, or toluene.

|
In another aspect, the present invention relates\ to a Form-I crystal form of (3,5-bis
triﬂuoromethyl)—N-[4-me:thy1-3-(4-pyn'din—3yl—pyrimidin—Zylamino)-phenyl]-benzamide
(formula I), wherein the Form-I crystal form has the XRPD characteristics listed in Table
1, below. \

|
In another aspect, the present invention relates to a Form-II crystal form of (3,5-bis
triﬂuoromethyl)-N—[4—me>thy1—3-(4—pyridin—3yl-pyhmidin—Zylamino)—phenyl]-benzamide
(formula I), wherein the Form-1I crystal form has the XRPD characteristics listed in Table
2, below. | '

b
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Brief Description of the Figures
. . .|
FIG. 1 shows the X-ray diffraction(XRD) diagram of the Form-I crystal form of the

compound of formula I. The 26 values and intens\ities are tabulated in Table 1.

FIG. 2 shows the X-ray diffraction (XRD) diagiram of the Form-II crystal form of the
compound of formula I. The 26 values and intensities are tabulated in Table 2.

| |
FIG. 3 shows the X-ray diffraction (XRD) diagram of the Form-III crystal form of the

compound of formula I. The 20 values and intens:ities are tabulated in Table 3.

FIG. 4 shows a differential scanning calorimetry (DSC) thermogram of Form-I crystal
form of the compound of formula .

|
FIG. 5 shows a differential scanning calorimetry (DSC) thermogram of Form-II crystal

form of the compound of formula I. : |

FIG. 6 shows a differential scanning caloﬂmeW(DSC) thermogram of Form-III crystal
form of the compound of formula L.

|
FIG. 7 shows morphology of Form-I crystal form of the compound of formula L.

|

FIG. 8 shows morphology of Form-II crystal form of the compound of formula 1.
|

FIG. 9 shows morphology of Form-III crystal form of the compound of formula I.

|
FIGs. 10A and 10B illustrate that intraperitoneal injections of the compound of formula I
(Example 1) caused regression of leukemia in nude mice. Tail vein drawn blood smears
revealed an increase in LGI in controls and a progressive decrease in LGI in Imatinib-and
ANO019-treated mice (Fig. 10A). On day 48 LGl Lf Imatinib-treated mice was determined
to be 2045, whereas LGI of AN019-treated mice was found to be 10+2 with an almost

|
normal cell count (Fig. 10B). '



°p

o

10

15

20

25

30

WO 2009/109867 PCT/IB2009/005421

FIG. 11 illustrates that ANO19-treated cells did not show any spleenic enlargement

whereas Imatinib-treated mice showed spleenic enlargement (Example 2).

FIG. 12 illustrates that ANO19 concentration at 1mg/kg did not induce a decrease in
luciferase expression, whereas 5mg/kg caused| fixation of leukemia cells at constant
expression levels, and 10 and 20 mg/kg concentrations caused a decrease in luciferase

expression. |

FIG. 13 illustrates that oral administration of Imatinib (1, 5, 10 and 20mg/kg) in nude
mice implanted with X562 luc human leukemia\ cells resulted in leukemia regression at
higher concentrations. Imatinib administration at 1mg/kg concentration did not induce a
decrease in luciferase expression, whereas 10m§/kg and 20mg/kg did show a retardation
of luciferase expression.

FIGs. 14A, 14B, and 14C. These figures illthrate the results of studies analogous to
those illustrated in Figures 12 and 13 but employing the control drug Dasatinib (Example

16).

FIGs. 15 and 16. In vitro matrigel invasion assay of 4910, 5310 and U87 glioma cells and
MDAMB231 and ZR71 breast cancer cells in the presence of specified concentrations of
AN-019, AN-024, with and without radiation. ‘

FIG. 17. In vitro angiogenic assay of 4910, 5310 and U87 glioma cells and MDAMB231
and ZR71 breast cancer cells in the presence of specified concentrations of AN-019, AN-
024, with and without ravdit}tion. |

|
FIG. 18. Western blot analysis of 4910, 5310 and U87 glioma cells and MDAMB231 and
ZR71 breast cancer cells in the presence of speciﬁed concentrations of AN-019, AN-024,
with and without radiation.
FIG. 19. Luciferase expression of K562luc impl"anted mice after treatment with AN024,
ANO19 or imatinib.



o

10

15

20

WO 2009/109867 ‘ PCT/IB2009/005421

FIG. 20. Number of animals cured after treatn\_rxent with AN024 or ANO19 at day 58.
Drug treatment was stopped at day 42, animals continued to show curative effect after
treatment with AN024 and ANO19 after withdrawal of drug treatment (Data based on

luminescence).

FIG. 21. Blast cell count from blood smears taken from animals at the day indicated.
Drug treatment was withdrawn on day 42. AN024 and ANO19 showed effectiveness after
|

withdrawal of drug treatment. Imatinib was found to be ineffective.

FIG. 22. Semiquantitative analysis of intracranial tumours in nude mice after treatment

with TMZ, AN024 or AN019 with or without radTation (5Gly).

FIG. 23. Graphical representations of nude mice showing absence of intracranial tumours

after drug treatment with AN-019, AN-024 and without radiation treatments.

Detailed Description of the Invention

Table 1 shows 26 values and intensities of the Form-I crystal form of the compound of
formula I from the X-ray diffraction (XRD) diagram of FIG. 1.

|

Table 1 (Form-I)

Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
6.793 13.00131 13.9
9.823 8.99680 - 3.9
11.106 7.96069 54.2
-13.267 6.66829 48.5
16.386 5.40523 7.0
17.941 494015 11.3
18.997 4.66785 | 13.0
19.778 4.48530 50,5
21.894 4.05635 100.0
22.396 3.96650 - 20.5
23.469 3.78750 | 19.7
24.466 3.63545 32.4
24.939 3.56759 52.6
25.525 3.48695 14.6
26.968 3.30351 10.3
28.777 3.09991 | 22.0
30.545 2.92436 14.8

1]
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Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
33.011 2.71129 11.0

Table 2 shows 20 values and intensities of the Form-II crystal form of the compound of
formula I from the X-ray diffraction (XRD) diagram of FIG. 2.

Table 2 (Form-1I)

Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
6.500 13.58651 12.2
10.816 8.17295 100.0
12.094 7.31197 3.4
12.988 6.81061 49.7
16.120 5.49381 6.0
17.669 5.01562 10.9
19.521 4.54367 41.7
21.675 : 1 4.09687 39.9
22.083 402198 17.1
23.230 3.82602 21.9
24.264 3.66523 17.8
24.639 3.61023 8.5
28.460 3.13371 4.8
29.328 3.04290 2.3
30.256 2.95165 4.1
32.746 2.73261 3.5
34.035 2.63201 3.1
35.590 2.52050 1.5
39.660 2.27072 1.9
42,123 2.14346 2.5
44.193 2.047717 1.7

Table 3 shows 20 values and intensities of the Form-III crystal form of the compound of
formula 1 from the X-ray diffraction (XRD) diagram of FIG. 3.

Table 3 (Form-III)
Angle [2-Theta] | d-value Angstrom. Intensity %
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851 5.8

T2



9

o9

10

15

WO 2009/109867 ‘ PCT/IB2009/005421
Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
16.612 5.33224 9.5
18.826 4.70995 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 4.16774 | 54.0
21.612 4.10861 37.7
22.160 4.00828 | 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079 | 3.3
27.517 3.23887 | 3.4
29.476 3.02788 6.8
29.857 2.99011, 8.6
30.474 2.93102 35
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 227157 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06753 3.8
44.055 2.05383 39

The Form-III crystal form of the compound of formula I is characterized by needle-

shaped crystals. The Form-I and Form-II crystal forms of the compound of formula I are

characterized by non-needle shaped crystals

The Form-I and Form-II crystal forms of the compound of formula I are metastable at
room temperature. However, the Form-III crys€a1 form of the compound of formula I is
the thermodynamically stable form at room temperature. This is indicative of the greater

stability of the Form-III crystal form.

Accordingly, in an embodiment the present invention provides a Form-III crystalline form
of the compound of formula I which is stable Eat room temperature and even at higher
temperatures (e.g., 120 °C) and accelerated stress conditions, and having the

characteristics given in Table 3 (above).

75
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In an embodiment, the present invention provides a process for the preparation of Form-

III crystal form of the compound of formula I Ihich is stable and has the characteristics

given in Table 3.

Table 4 shows the heat stability of Form-III crystal form at temperatures of 110-140°C.

The Form-III was shown to be non-metastable and stable when heated at 130°C for 6

hours. |

Pure Form-III crystal form (1 gm) prepared by the present process was placed in a boiling
tube and heated gradually in oil bath. Then the substance was examined by XRPD. The

results are tabulated in Table 4.

Table 4
Polymorph content’ | Temperature | Time of heating | Polymorph form
before heating (hours) detected* after heating
Form-III 110°C 6 Form-1III
Form-III 120°C 6 Form-III
Form-III 130°C 6 Form-III

* The presence of form-I and Form-II was below the detection level in these examples.

This data demonstrates that the Form-III crystal form was not metastable. The Form-III

crystal form was stable to heat even at 130°C for 6 hours.

Table 5 shows the stability of Form-III crystal form under accelerated stress conditions

(4542°C, 75 £5% RH, 6 months) in the bulk and capsule formulation.

Table 5 - Stability of Form-III crystal form in bulk and formulated capsule

Polymorph content of Polymorph content* of bulk Duration of storage
Formula I in formulated | compound of formula I (months) at

capsule 40£2°C /75 +5% RH
Polymorph form detected | Polymorph form detected

Form-1II Form-III 0 Month

Form-III Form-III 1 Month

Form-III Form-III 2 Months

Form-II1 Form-111 3 Months

Form-III Form-III ‘ 6 Months

* The presence of form-I and form-II was below the detection level in these examples.

er
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This data demonstrates that form-III is not converted to other forms over a time period.
The stability of form III in bulk and in the formulated capsule was thus established.

In an embodiment, the present invention provides a pharmaceutical composition useful
for the tumor therapy containing the stable Form-III crystal form of the compound of

formula I.

The dosage form of the formulation containing the stable Form-III crystal form, which
can be prepared by the process of the present inv<lantion, for example, an oral dosage form,
may be a capsule containing the composition, e.g., a powdered or granulated solid
composition, within either a hard or soft shell. The shell may be made from gelatin that
optionally contains a plasticizer, such as glyceriﬁ or sorbitol, and an opacifying agent or

|
colorant.

Methods known in the art may be used to erepare the pharmaceutical composition
containing Form-III crystal form in the form of capsules. The excipients which may be
employed include micro crystalline cellulose, poloxamer 407, crospovidone XL, Aerosil,
SLS, magnesium stearate, or mixture thereof. |

Table-6 shows suitable amounts of active ingredients and excipients (weight %) for the

present pharmaceutical formulations. \

Table 6 — An embodiment of a pharmaceutical composition
containing the Form-III crystal form

S. No. | Material | composition (w/w)
mg/capsule

1. Compound of Formula I, Form-III 25.0

2. Micro crystalline cellulose 8.0

3. Poloxamer 407 ' 12.5

4. Crospovidone XL | 12.5

5. Magnesium stearate | 0.5

6. SLS | 4.0

7. Aerosil 0.25

10
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In an embodiment, the invention relates to a pa&ticular, essentially pure Form-III crystal
form of (3,5-bis triﬂuoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-py1idin-3yl—pyrimidin-Zylamino)—
phenyl]-benzamide (formula I). The term "essentially pure" is understood in the context
of the present invention to mean that about 90 to 100 wt-%, about 95 to 100 wt-%, or, for
example, about 99 to 100 wt-% of the crystals oﬁ formula I are present in the crystal form

according to the invention, e.g., the Form-III crystal form.

In the context of stating that the Form-III crystal form of formula I exhibits an X-ray
diffraction diagram essentially as in FIG. 3, the term "essentially" means that at least the
major lines of the diagra.m depicted in FIG. 3, i.e. those having a relative line intensity of
more than 10%, especially more than 20%, as compared to the most intense line in the

diagram, are present. !
The crystal forms have the following properties:

'Form-III crystal form is 246.7°C. The

|

melting point in the DSC thermogram of the Form-I crystal form is 234°C and Form-11
crystal form is 240.47°C, 249.2°C (peak).

The melting point in the DSC thermogram of the

The X-ray diffraction diagrams also show other}marked differences. In an embodiment,
the essentially pure Form-III crystal form of the! compound of formula I shows the X-ray

diffraction diagram indicated in FIG. 3.

In an embodiment, the invention relates to the Form-II crystal form of the compound of
formula I which is characterised by the presence of crystals displaying the form shown in

FIG. 9, for example, the Form-III crystal form in essentially pure form.

In an embodiment, the Form-III crystal form of ithe compound of formula I has a melting

point of higher than 240 °C, e.g., between 245 and 250 °C.

The (for example, essentially pure) Form-III crystal form is obtainable by the following
method: Treating another crystal form, e.g., thle Form-I or Form-II crystal form, of the
compound of formula I, with a suitable polaf solvent, e.g., N,N-di-lower alkyl-lower

alkanecarboxamide, such as N,N-dimethylformamide or N,N-dimethylacetamide, or, e.g.,

11\
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|
an aliphatic carboxylic acid such as acetic acid, or a mixture of the above with a ketone,
such as acetone, or a hydrophobic hydrocarboﬁ, e.g., toluene or hexane, or a mixture

thereof, at a suitable temperature. |

In an embodiment, the compound of formula f is treated with a mixture of dimethyl
formamide and acetone followed by treatment in acetone. In an embodiment, the
compound of formula I is treated with a mixtt?re of dimethyl formamide and hexane
followed by treatment in hexane. In an embodiment, the compound of formula I is
treated with a mixture of dimethyl formamidel and toluene followed by treatment in
toluene. In an embodiment, the compound of formula I is treated one or more times with
acetic acid. In this context, treating or treatmeint refers to heating, cooling, refluxing,

washing, suspending, or the like in the solvent or mixture of solvents. These

embodiments each yield the Form-III crystal form of the compound of formula L.

In certain embodiments, the present method of \producing the Form-III crystal form of
does not include treating another crystal form of the compound of formula I with
chloroform, methanol, dichloromethane, ether (e. g diethyl ether), water, ethyl acetate, or
mixture thereof. In certain embodiments, the Form-III crystal form was not produced by
treating another crystal form of the compound of formula I with chloroform, methanol,

dichloromethané, ether (e.g., diethy] ether), water, ethyl acetate, or mixture thereof.

|
Form-III crystal form of the compound of formula I as well as other forms possess useful
pharmacological properties and may, for example, be used as anti-tumour agents.

|
The present invention also includes a method of preparing compound of formula I. This

method can include: |

providing a compound of formula VI, 3,5-bis trifluoro methyl benzoyl chloride; or
preparing this compound by known methods;

condensing 4-methyl-3-nitro-aniline with[the compound of formula (IV) at about
0 to about -10 °C in chlorohydrocarbon solvent with addition of a basic compound to
obtain a compound of formula III, ((3,5-bis triﬂu\oromethyl)-N-(4-methy1-3 -nitrophenyl)-

)-benzamide;
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reducing the compound of formula (IIT) with stannous chion'de/conc. HCI at reflux
temperature for about 0.5 to about 1 hour to obtlain a compound of formula IV, (3,5-bis
trifluoromethyl)-N-(3-amino-4-methylphenyl)-)-benzamide;
condensing the compound of formula &IV with aqueous cyanamide at reflux
temperature in n-butanol solvent to obtain a compound of formula V, (3,5-bis-
trifluoromethyl)-N-(3-guanidino — 4~me&y1phenx1)-benzamide;
condensing the compound of formula (V) with 3-dimethylamino-1-pyridin-3-yl-
propenone in presence of base at reflux temperature to obtain the compound of formula
. |
In an embodiment, the method is accomplished as described in Example 10.
|
The disclosures of U.S. Patent Application No. 11/714,565, filed March 5, 2007 (U.S.
Publication No. US 2007/0232633, publishedl on October 4, 2007) and of PCT
Application No. PCT/IN 2005/000243, filed July 19, 2005 (PCT Publication No.
W02006/027795, published on March 16, 2006), are incorporated by reference herein in

|

their entirety.

Embodiments of the present invention are described in the examples given below, which
are provided to illustrate the invention only and therefore they should not be construed to

limit the scope of the invention. |

Examples
|

General Note

The principal compound of this invention of formula I (Indicated by development code
AN-019) is found to exhibit useful anti-tumor a<|:tivity superior to some of the existing
approved drugs of this class. This compound is found to exhibit in three distinct
polymorphic forms I, II and III as discussed above. Although all the forms exhibit
valuable pharmacological properties and may be used as anti-tumor agents Form III was
chosen for the biological activity evaluation base;d on its thermodynamic stability. The
development code AN-024 refers to another compound of the same class described
elsewhere by the inventors. The bio-efficacy and activity of the compounds of this
invention have been compared with the approi/ed drugs like Imatinib mesylate and
Dasatinib to serve as positive controls in this study. ‘Imatinib mesylate’ has been

abbreviated and referred to as ‘Imatinib’ in this stlildy.

13 i
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Example 1 - Establishment of Anti-CML ‘@Activigx of AN-019 in Nude Mice
Implanted With k562 cells (Figures 10A and 10B)

To determine anti-CML activity of compounds of this invention K562 cells were obtained

|

from ATCC and nude mice were implanted with these cells. As control, Imatinib was

used at the same concentration per kg body weight for comparison. Drug treatment was
initiated 15 days post implantation and for 48 déys with daily ip injections of 10mg/kg.
Blood was drawn from the tail vein every 6™ day, percent K562 cells determined and

percent leukemia growth index (LGI) calculated. ‘

ANO19-treated mice showed a steady decline in LGI after initiation of drug treatment.
LGI for Imatinib-treated mice also showed a élecline but significantly lagged ANO19
treated mice. Forty-eight days after continuous ip injections, ANO019-treated mice were
comparable to normal control mice, and Imatiniib-h‘eated mice showed an LGI of 20+5
when cbmpared to controls. Spleen immunohistochemistry for Crk protein reveled
localization of K562 cells in the spleen in control mice. ANO019-treated mice showed
basal levels of Crk expression, whereas Imatinib treated mice showed few colonies with

Jow to undetectable expression levels of Crk.

Methods

K562 implantation ‘

Nude mice (nw/nu) were implanted with K562 cells (1x106) via tail vein. Four mice were
used per group and divided into 4 groups. Three groups were implanted with K562 cells
and one group was used as normal controls. Group 2 was inoculated with K562 cells and
served as untreated positive controls. Two other groups implanted with K562 cells were

treated with either Imatinib or ANO19. \

IP injection of AN019 and Imatinib

K562 implanted mice were treated with either Inlxatinib or AN019 (10mg/Kg body wt) via
intraperitoneal injections. Stock solutions of Imatinib and ANO19 were made at a
concentration of 100pg/pl in DMSO. Mice we‘.re injected via an intraperitoneal route at
the above-mentioned dosage. Average weight of nude mice was determined to be 30+3g,
and the dosage per mouse was calculated to be\300i30p.g/mouse. Three micro liters of

the stock solutions was diluted to 100ul with sterile water just prior to ip injections. Ip

»
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injections were carried out daily from day 15 post implantation to day 48 with a total of
33 injections.

|
Determination of leukemia growth index (LGI)
Leukemia growth index was determined using the formula LGI (%) = (Ve-V)/ V. x 100%.
V, is mean blast cell number (K562) per ml of blood in control animals at a certain time
of measurement, and V, is mean blast cell number per ml of blood in test animals at a
certain time of measurement. Blood was drawn from the mice (treated and untreated) on
the sixth day post-K562 cell implantation and followed by an every six-day interval for
48 days. Blood was drawn via the tail vein. Quaﬁtitative analysis of LGI was graphically

represented. |

Immunocytochemistry |

Control mice were sacrificed on day 42 wher\x secondary leukemia symptoms were
observed, such as abdominal swelling and lack of circulation in the peripherals causing
loss of digits with red spots under the skin surlece. Spleen and any secondary tumors
were harvested, fixed in formaldehyde and paraffin embedded as per standard protocols.
Paraffin section were obtained and processed for immunocytochemistry. The rehydrated

sections were treated with 0.3% HyO; to inactivate any native peroxidases prior to

immuno-probing. The sections were blocked with filter sterilized (0.22pm) 1% BSA-

PBS at room temperature for 1h. Following blocfking, the sections were immuno-probed
with a human specific anti-Crk monoclonal primary antibody raised in rabbit against a
synthetic peptide corresponding to residues in the SH2 domain, near the N-term of human
CrkL protein (Abcam, Cambridge, MA, USA) ‘iin 1%BSA-PBS overnight. Secondary
antibody (anti-rabbit) conjugated to HRP was used to detect the presence of primary
antibody. The sections were briefly rinsed three times in PBS solution after immuno-
probing with secondary antibody, and DAB HRIT substrate was added per manufacture’s
instructions (Sigma St Louis MO USA). The reaction was allowed to proceed until sharp
contrast between positive and negative controls‘ was observed. For negative controls
primary antibody were eliminated. Leukemic mice spleen served as positive controls.
Results |
Intraperitoneal injections of ANO19 caused regression of leukemia in nude mice. Blood
smears taken every sixth day post-implantation indicated an increase in LGI in controls
15 |

|
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when compared to untreated mice. Tail vein drai.vn blood smears revealed an increase in
LGI in controls and a progressive decrease in LGI in Imatinib-and AN019-treated mice
(Fig. 10A). From the fifteenth day post-implantation, mice were given intraperitoneal
injections of ANO19 or Imatinib at a dosage of 10mg/kg body weight. Imatinib-treated
mice lagged ANO19-treated mice at every data point. On day 48 LGI of Imatinib-treated
mice was determined to be 20+5, whereas LGI of AN019-treated mice was found to be
10+2 with an almost normal cell count (Fig. 10B).

|
Example 2 - AN019 Injections of Nude Mice lmnlanted With K562 Cells Did Not

Show Spleenic Enlargement and No Crk Expression (Figure-1 1)

Nude mice implanted with K562 cells were treated with Imatinib or ANO19 via ip
injections. Mice were sacrificed after a decrease in LGI was observed and spleen
harvested. Spleenic enlargement was obserJed by gross observation and it was
determined that control mice showed enlarged spleen indicative of K562 cellular
localization. ANO19-treated cells did not show any spleenic enlargement whéreas
Imatinib-treated mice showed slight spleenic enlargement (Fig 11). Paraffin sections of
spleen immuno-probed for the presence of Crk protein showed strong localization of Crk
expression accompanied with increased cellular density indicative of K562 localization in
control mice. Mice treated with ANO19 showed only basal level expression of Crk
expression comparable to negative control. |Mice treated with Imatinib indicated
Jocalized expression regions of Crk expression, indicative of K562 cells in the spleen.
Control mice also developed random subcutaneous tumors showing Crk expression,

indicative of the presence of K562 cells.

From these results it is evident that ANO19 treatment caused the regression of LGI in
nude mice. Imatinib-treated mice also showed significant reduction in LGI but lagged
ANO19-treated mice. Both AN019-and Imatinib-treated mice showed no abnormal
physiological, phenotypic or behavioral abnormaitlity. Control mice showed the presence
of random subcutaneous tumors with loss of digits accompanied with reddish spots under
the skin and a slight enlargement of the abdomen. From these results, it is evident that

ANO19 provides a promising therapeutic drug for the treatment of leukemia.

Example 3 - In Vivo Studies Using Baf3 Imatinib Resistant Murine CML Cell Lines

To determine the in vivo anti-leukemic activity of AN019 and AN024, nude mice were

16
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implanted intraperitoneally with Baf3 murine lél:ukemia cells (Wt, T3151, M351T and
E225K), and 15 days after implantation the mice were treated with Imatinib (10mg/kg),
ANO019 (20mg/kg) and AN024 (20mg/kg) by oral gavage or ip injections. Blood smears
were obtained via the tail vein or via the femoral vein every 6th day and blast cells

counted and graphically represented. \

Blood smears of Baf3Wt implanted mice treated with Imatinib (10mg/kg), ANO19
(20mg/kg) or AN024 (20mg/kg) were similar to normal controls after 42 days.

Blood smears of Baf3T315] implanted mice treated with Imatinib (10mg/kg), ANO19
(20mg/kg) or AN024 (20mg/kg) showed a significant decrease in blast cell count in
ANO024 and ANO19 treated mice. Mice treated vTith oral dosage of Imatinib did not show

a decrease in blast cell count and were similar; to untreated controls and Baf3M351T

implanted mice.

Mice implanted with Baf3E255K also behaved similarly to Baf3M351T and Baf3T3151

implanted mice. }

Nude mice were implanted with Baf3 mutant cells Wt, E255K, T3151, and M351T were
treated with Imatinib, AN019 and AN024 (orally and ip). Briefly, mice were treated with
Imatinib (10mg/kg), ANO19 (20mg/kg) and AN024 (20mg/kg) by oral gavage or ip
injections 15 days post-implantation. Abdominal swelling and decrease in activity was
monitored daily, blood smear taken via the tail vein or the femoral vein every 6% day and
H&E stained as per standard protocols. 42 days after implantation, mice were sacrificed
and spleens harvested. Spleenic enlargement was determined and correlated with blood

smear blast cell count.

Results

Microscopic determination of blast cell count

Blood from tail vein or the femoral vein was taken every 6th day from Baf3 cell
implanted mice until day 42. On the 15th day post-implantation, the mice were given
treatments with Imatinib, AN019 and AN024 (o\rally and ip) as described earlier. It was
observed that in Baf3Wt implanted mice, progressive decrease in blast cell count was

observed in all treatment conditions. Baf3M351T, T315I and E225K did not respond

17\
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well to Imatinib treatments. Oral administration of Imatinib had no significant effect in
Baf3M351T, T3151 and E225K implanted mici:e. Overall intraperitoneal treatments

ANO024 and ANO019 were significantly better atidecreasing blast cell count in all Baf3

implanted mice.

ANO19 treatment in Baf3Wt implanted mice induced a complete regression of leukemic
blast cells and was comparable to untreated controls. Intraperitoneal treatments were
superior to oral treatments. ANO19 treatment in Baf3 M351T, T315I and E225K
implanted mice showed a significant decrease in;blast cell count and was comparable to
12th day post-implant in ip-treated mice at dajxy 42; ip-treated mice showed greater
regression of blast cells than oral treated mice. AN024 treatment in Baf3 M351T, T315I
and E225K implanted mice showed a significant decrease in blast cell count and was
superior to ANQ19 treatment at day 42; ip-treated; mice showed greater regression of blast

cells than orally treated mice.

Example 4 - Response of nude mice implanted with k562 normal/luc human

leukemic cells with low dose of AN024, AN019 and Imatinib (Figures 12 & 13)

Nude mice (nu/nu) were implanted with K562 cells (1x106) normal/luc via tail vein. Five

mice were used per group and divided into 24' groups + 2 control. All groups were
implanted with K562 normal/luc cells. Of the 24 groups, 12 were used for luciferase

studies whereas the other 12 were used for blood smear count studies.

Oral administration of AN019, AN024 and Imatinib
Drugs were administered by oral gavage (2% gum acacia and 2% SLS in an aqueous

suspension).

Results

Oral administration of AN019 (1, 5, 10 and 20mg/kg) in nude mice implanted with K562
luc human leukemia cells resulted in leukemia regression at higher concentrations.
ANO19 concentration at 1mg/kg did not indu¢e a decrease in luciferase expression,

whereas Smg/kg caused fixation of leukemia ceils at constant expression levels, and 10

and 20 mg/kg concentrations caused a decrease in luciferase expression (Figure 12). Oral

|

administration of Imatinib (1, 5, 10 and 20mg/kg) in nude mice implanted with K562 luc
' |

human leukemia cells resulted in leukemia regression at higher concentrations. Imatinib

18
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administration at 1mg/kg concentration did not induce a decrease in luciferase expression,

whereas 10mg/kg and 20mg/kg did show a retardation of luciferase expression (Figure
13). |

The study shows the superiority of AN-019 over Imatinib in leukemic regression,
particularly after 24 days of treatment.
Example 5 - Determination of Drug Effectiveness(D.) and Drug Temporal

Penetration

Determination of drug effectiveness (D.)
Drug effectiveness was determined using the equation, De=

Salive 20|
Za ive _e 1 Zallvex]_oo

Yhe Y luc ir‘_,mw
. c .

Where: !

Yalive = total number of mice alive per concentration at the end of experiment times
photon count, Zluc = total number of mice alive showing luciferase expression per
concentration at end of experiment and ¢ represents control untreated animals times

photon count and £ il represents the initial number of animals in control at start of
c-nill ‘ .

experiment times photon count. The results were represented graphically as percent drug

effectiveness (Table 7).

Results
Table 7 shows the drug effectiveness at various concentrations of Imatinib, AN019 and
AN024 as determined from the in vivo studies.. From Table 7 it is evident that ANO19

behaved in a dose dependent manner, whereas| Imatinib and AN024 do not, and were

effective at low concentrations.

Table 7
Drug Smg/kg 10mg/kg 20mg/kg 40mg/kg
Imatinib D. 10.00 32.00 13.33 8.00
ANO019 D, 25.82 78.20 | 83.40 85.20
AN024 D, 30.00 85.00 ; 87.00 90.00
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Determination of drug temporal penetrance (T;)

The temporal penetrance was calculated applying}the following equation, Tp=.

G

P=photon counts at day ‘a’, day ‘ter’, or day ‘b’ where ‘a’ is the day when drug treatment

Where:

was stopped and ‘ter’ is the day when the experiment was terminated and ‘5’ is the day
where P is minimum after day a but before day 't;er "

n=number of animals alive when P was measured‘.

The larger the value indicates greater effectiveness of the drug after stopping drug

treatment, i.e. the penetrance of the drug over time.

Results

To determine the temporal penetrance of AN019, AN024 and Imatinib, nude mice were
implanted with K562luc cells. The animalsl were imaged at 6 day intervals post
transplantation. Drug treatment (ANO19 2ng/kg, AN024 20mg/kg and Imatinib
10mg/kg) was initiated 15 days post implantatidn by daily ip injections. Drug treatment
was stopped on day 35 and animals were imaged till day 45, and calculated as described

in methods.

By applying the equation for temporal penetrance, Tp values were determined as:
AN019=2.0
AN024=2.4
Imatinib=0.8 :
These values of T, indicate that AN024 had activity over untreated controls and fared
better than ANO19 for activity over time after withdrawal of drug treatment.

Example 6 - Effect of Dasatinib on Baf3 Implanted Nude Mice When Compared to
AN(LZ4; ANO019 and Imatinib (Figures 14A, 14B, and 14C)

20
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Example 3 demonstrated the effectiveness of AN024 and ANO19 in the treatment of
leukemia when compared to Imatinib by usingiBaf.’a (wt, T3151, M351T and E255K)
mutant cell lines. Here, we have used Dasatinib as a control drug to determine the
response of Baf3 mutant cells to treatment when compared to ANO19, AN024 and

Imatinib. \

Method \

The experimental layout is given in the tabular form as follows:

Treatment ., cell Wt T3151 M3S51T E255K
litie iplanted — |
“Corntrols . "
(previously |
done)
Dasatinib oral 5 5 5 5
(10mg/kg) _ ip 5 5 5 5

Nude mice were intraperitoneally implanted with Baf3 mutant cells (wt, T315I, M351T or
E255K).
intraperitoneally with 10mg/kg Dasatinib for 27 days. Blood was drawn from the femoral

15 days following implantation, the mice were treated either orally or

vein or tail vein every 6th day and blast cell count determined and graphically

represented.

Results

On the 6 day, blood smears of nude mice implanted with Baf3 mutant cells (wt, T315],
M351T or E255K) showed normal blast cell colunt, and blast cell count progressively
increased as observed on day 12. Dasatinib treatment was started on day 15 post
Dasatinib treatments fared no Better than Imatinib. On day 42, the

l.

termination of the experiment, mice implanted with wt cells showed significant response

implantation.

to Dasatinib, indicating that ip treatments were superior to oral. Mice implanted with
T3151 and M351T cells behaved similar to contl{ols with no significant decrease in blast
cell count. Mice implanted with E255K fared only a little better than T315I implanted
cells in response to Dasatinib treatment. Overall Dastinib treatment only caused
retardation in leukemic progress with no significant curative effect. Blast cell count was

significantly lower in the group treated with ANO19. These results are illustrated in

|
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Figures 14A, 14B, and 14C. l
Example 7 - In vitro Studies on Glioma and Breast Cell Lines (Figures 15-18)

Material and Methods

To determine the effect of AN019, AN024 and ’i"emozolomide with or without radiation

on glioma and breast cancer cells, cells were treated at the specified doses and determined

invasion, angiogenesis and changes in certain signaling molecules.

Matrigel invasion assay

The in vitro invasiveness of 4910, 5310 and U87 glioma cells and MDAMB231 and
7ZR71 breast cancer cells in the presence of specified concentrations of compounds were
assessed using a modified Boyden chamber iassay. Cells were treated with these
compounds for 48 h. 1x10° cells were suspended in 600yl of serum-free medium
supplemented with 0.2% BSA and placed in the upper compartment of the transwell
chambers (Corning Costar Fischer Scientific Cat #07-200-158, Pittsburgh PA) coated
with Matrigel (0.7 mg/ml). The lower compartment of the chamber was filled with 200 ul
of serum medium and the cells were allowed to migrate for 24 h. After incubation, the
cells were fixed and stained with Hema-3 gmd quantified as previously described
(Mohanam et al. 1993). The migrated cells w%:re imaged microscopically to determine

the reduction in invasiveness induced by the compounds of this invention.

Angiogenic assay

The in vitro angiogenesis of 4910, 5310 and U87 glioma cells and MDAMB231 and
7R71 breast cancer cells in the presence of specified concentrations of compounds were
determined as follows, cells (2x104/well) were seeded in 8-well chamber slides and were
treated with various concentrations of test compounds. After a 24 h incubation period,
the conditioned media was removed and added to a 4x104 human dermal endothelial cell
(monolayer in 8-well chamber slides) and the human dermal endothelial cells were
allowed to grow for 72 h. Cells were then fixed in 3.7% formaldehyde and stained with

|
H&E and photographed.

Western blot analysis ‘
Western blot analysis of 4910, 5310 and U87 Elioma cells and MDAMB231 and ZR71

breast cancer cells in the presence of specified concentrations of compounds were

2
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assessed as per standard protocols. Cells \%/ere treated with ANO19, AN024 or

Temozolomide at the specified concentrations. 24h after treatment, cells were collected |

and cell lysates extracted. Equal quantities of prloteins were fractionated by SDS-PAGE.
The fractionated proteins were blotted on to nylon membranes and immunoprobed for
AKT, ERK and Pi3k. Breast cancer cell protein iisolates were additionally immunoprobed
for EGFR, ErbB1, ErbB2 and ErbB3.

Results

Matrigel invasion assay

The in vitro invasiveness of 4910, 5310 and U"S7 glioma cells and MDAMB231 and
7ZR71 breast cancer cells in the presence of specified concentrations of compounds were
assessed using a modified Boyden chamber z’assay. Cells were treated with these
compounds for 48 h. Table 2 shows the results from the studies of in vitro matrigel
invasion assay of 4910, 5310 and U87 glioma c‘ells and MDAMB231 and ZR71 breast
cancer cells in the presence of specified concentrations of compounds, with and without

radiation. ‘

Change in the invasiveness of various cell lines iis given in Table 8. From the invasion
assay it is evident that ANO19 and AN024 were the most effective at inhibiting invasion

in a majority of the cells, both with and without relldiation.
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Table 8‘
Cell line Drug -Radiation | +Radiation | + Change in
% Invasion | % Invasion invasion after
radiation

ZR-71 Temozolomide |70% | 65% -5%
AN024 48% 45% 3%
ANO19 33% | 19% -14%

MDA-MB-231 | Temozolomide |62% | 49% -13%
AN024 43% 47% +4%
ANO19 45% | | 15% -30%

4910 Temozolomide | 95% | 73% -22%
AN024 56% 39% -17%
ANO19 0% | |15% 27%

5310 Temozolomide | 50% | 63% +13%
ANO024 27% | 32% +5%
ANO19 5% | |6% +1%

U87 Temozolomide | 90% | 93% +3%
AN024 53%  |29% -24%
ANO19 18% | 18% 0%

Figures 15 and 16 illustrate the results of the inl vitro matrigel invasion assay of 4910,
5310 and U87 glioma cells and MDAMB231 and ZR71 breast cancer cells in the
presence of specified concentrations of AN-019, wlrith and without radiation.

Angiogenic assay ‘

From the angiogenesis assay experiments it is observed that ANO19 was the most

effective at inhibiting angiogenesis. |

Temozolomide treatment caused complete inhibition of angiogenesis in ZR-71 cells,
whereas in MDA-MB-231 cells only a slight inhibition was observed in control condition
with an increase in inhibition after radiation.  Glioma xenograft cells 4910 showed
significant inhibition of angiogenesis both with an\d without radiation. In the case of 5310
cells inhibition of angiogenesis was seen in control conditions, whereas angiogenesis was

promoted after radiation treatment. U87 glioma cells showed similar inhibition patterns

24 |
|
|
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both with and without radiation. |

ANO024 treatment caused complete inhibition of ngiogenesis in ZR-71 cells, whereas in
MDA-MB-231 cells only a slight inhibition v‘vas observed in control and radiation
treatments. Glioma xenograft cells 4910 showed significant inhibition of angiogenesis
both with and without radiation. In the case of 5310 cells inhibition of angiogenesis was
seen in control conditions, whereas angiogex\aesis further inhibited after radiation
treatment. U87 glioma cells showed significant retardation in angiogenesis with an

increase in inhibition after radiation. |

|
ANO19 treatment caused complete inhibition of angiogenesis in ZR-71 cells, whereas in
MDA-MB-231 cells a slight inhibition was ol?served in both control and radiation
treatments. Glioma xenograft cells 4910 showed inhibition of angiogenesis similar to
MDA-MB-231 cells with an increase in angiogen[ic inhibition after radiation. In the case
of 5310 cells inhibition of angiogenesis was greater in control conditions than after
radiation treatment. U87 glioma cells showed similar significant retardation in
angiogenesis both with and without radiation. |
Figure 17 illustrates results obtained from the in v\itro angiogenic assay of 4910, 5310 and
U87 glioma cells and MDAMB231 and ZR71 breast cancer cells in the presence of
specified concentrations of AN-019, with and without radiation.
|

Western blot analysis

Western blot analysis of 4910, 5310 and U87 ghoma cells and MDAMB231 and ZR71
breast cancer cells in the presence of spec1ﬁed\ concentrations of compounds of this
invention revealed that U87 cells did not show significant change in AKT or PI3k levels
both with and without radiation, whereas a slight decrease in ERK levels was observed in
ANO024 treated cells and decrease was enhanced after radiation. 4910 cells behaved
similar to U87 cells with a decrease in AKT levels in after AN024 treatment and the
decrease in AKT levels was enhanced after radiation. In case of 5310 cells no significant
observable difference was seen in ERK expression whereas AN019 treatment caused a
decrease in AKT expression levels. Levels of PI?k were almost undetectable in ANO19
treated cells without radiation but reappeared after radiation treatment. In case of breast

|
cancer cells MDA-MB-231 no significant change in AKT, ERK or PI3k was observed,
\
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whereas in case of ZR71 ANO19 treatment caused a decrease in AKT levels, which was
enhanced after radiation. ANO024 treatment did not show any significant change under
unirradiated conditions, whereas after radiation AiN024 treated cells showed a decrease in
AKT expression. PI3k levels were absent in AN019 treatments both with and without
radiation. ANO024 treatment caused decrease inl PI3k levels after radiation. Levels of
pAKT did not change significantly in any of the treatments with or without radiation,
whereas levels of pERK reduced significantly especially in cell treated with AN019 both
with and without radiation, AN024 also showed r\cduction on pERK levels but to a lesser
extent than AN019. Temozolomide treatments both with and without radiation did not
show any significant change in pAKT of perk levels.
|

Figure 18 illustrates the results of Western blot analysis of 4910, 5310 and U87 glioma
cells and MDAMB231 and ZR71 breast cancer cells in the presence of specified

concentrations of AN-024, with and without radia’ﬁion.

\

Example 8 - Leukemic survival study (Figures 19-21)

!
K562 luciferase expressing cells were implanted intraperitoneally into nude mice; the

mice were scanned using the xenogeny IVIS imaée station after ip injections of luciferin
does determine implantations. Drug treatment walls started as in previous studies day 15
after implantation. The animals were given treatment till day 42, after which drug
treatment was stopped and survival of the animals determined as per the animal care
regulations. It was observed that control animals developed leukemia and mortality had
occurred on day 34 and 35, as per regulations we were advised to sacrifice the remaining
8 animals on day 35. Drug treatment was withdrawn on day 42 post implantation and
survival of animals determined. |
Animals treated with AN024 showed mortality 0;‘1 day 38, the dead animals on further
inspection did not reveal spleenic enlargement ana cause of death was determined to be
other than leukemia, blood smears could not be tzia.ken from the dead animal. Of the 10
animals used 8 animals showed no signed of leukemia on day 55.
\
Animals treated with ANO19 did not show any mortality and 7 of the 10 animals showed

complete absence of leukemic symptoms. |

|
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Animals treated with Imatinib showed reoccurrences of leukemic symptoms after
treatment withdrawal and showed mortality on day 55, 56, 57 and 58. The surviving

animals did show presence of leukemic symptomis.

Figure 19 illustrates the amount of luciferasel expression of K562luc obtained from
implanted mice after treatment with AN024, AN019 or imatinib.
|

Figure 20 illustrates the number of animals cured after treatment with AN024 or AN019
at day 58. Drug treatment was stopped at day 142, animals continued to show curative
effect after treatment with AN024 and ANO019 after withdrawal of drug treatment.

Figure 21 illustrates blast cell count from blood smears taken from animals at the day
indicated. Drug treatment was withdrawn on iday 42, ANO024 and ANO19 showed

effectiveness after withdrawal of drug treatment. Tmatinib was found to be ineffective.

Example 8A - Studies on EDsp, LDsg, MTD and Therapeutic Index

The following table summarizes EDsg, LDsg, early cited MTD (Maximum Tolerated

|

Dose) and therapeutic index of the compounds of the present invention in comparison

with Imatinib. Methods employed as per J. Pharmacol. Exp. Ther., (1949), 96: 96-113.
|

Experimental substance | LDsg (po) EDsp (po) MTD Therapeutic*
Mice Mice Mice index -
(mg/Ke) (mg/Kg) (mg/Kg) LDso/EDso
Imatinib mesylate 949 12 250 78.9
AN-019 1133 115 500 98.5
| AN-024 1440 10 500 144

* Leukemic mice (K562) '

Example 9 - Glioma Radiation St&dies (Figures 22 and 23)
Nude mice were intracranially implanted with 491’0 human glioma xenograft cells (1x10°
cells).

Ten days after implantation mice were treated with AN019, AN024 or
temozolomide with or without radiation (SGy/week). The experiment was terminated at

day 40 post implantation.

-
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From the results it was observed that 100% of contro] animals developed intracranial
tumours and radiation alone had very little efﬁect on tumor size reduction. Animals
treated with TMZ alone showed reduction in int\racranial tumours with 3 of 10 animals
showing complete absence of tumours. Radiation treatment combined with TMZ
administration caused a further regression in t\umor size with animals showing less
symptoms of intracranial pressure (arched back),lin this case 2 of the 10 animals showed
no observable intracranial tumor. |
L

Animals treated with AN024 without radiation sPowed presence of intracranial tumours
but the tumours were well defined and not showing diffuse edges as seen in controls or
TMZ treatments, 3 of 10 animals were cured. A&’ter radiation treatment 7 of 10 animals
were cured, the animals that showed presence of tumours showed well defined surgically
respectable tumours. |

|

Animals treated with AN019 alone showed tumoulm similar to AN024 treated animals and

in this case both with and without radiation 6 of 10 anlmals were cured. It was observed

that after radiation the tumor size was sxgmﬁcantly reduced

|

‘Figure 22 illustrates results obtained from semiquantitative analysis of intracranial

tumours in nude mice after treatment with TMZ, AN024 or AN019 with or without

radiation (5Gly). |

\
Figure 23 shows graphical representations of nude mice showing absence of intracranial

tumours after drug treatment with AN-019, AN- 024 and without radiation treatments.

' |
The preparative synthetic and other aspects of the compounds of the present invention
have been illustrated in the following examples |

Example 10 - Preparation of Form-I

(3,5-Bis triﬂuoromethyl)—N—[4-methy1—3-(4-pyﬁdin—3 yl-pyrimidin-2ylamino)-phenyl]-

benzamide of formula-I, was prepared as per the step-IV process of Example-3 in

W02006/027795 (US 2007/0232633) as follows: |
|

\
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Preparation  of (3,5—bistriﬂuoromethyl)-N-ﬂ4-methy1-3-(4-pyridin-3-yI-pyrimidin-Z-
ylamino)-phenyl] —benzamide (I) |

|
Step(I): Preparation of novel (3,5-bis trifluoromethyl)-N-(4-methyl-3-nitrophenyl)-)-
benzamide |

In the first instance, 3,5-bis trifluoro methyl ben%oyl chloride which was used as one of

the starting materials was prepared as follows

Thionyl! chloride (576.0 g, 4.8mol) was added o\ver a period of 15 min to a solution of
3,5-bis trifluoro methyl benzoic acid (Lancaster)‘ (250.0 g, 0.97mol) in chloroform (2.5
L) at room temperature. The reaction mixture was heated to reflux temperature for 1 hour.
The excess of thionyl chloride was removed by co-distillation with chloroform under
reduced pressure. After the end of the distillation, the resulting 3,5-bis trifluoro methyl
benzoyl chloride was cooled down to room t\emperature and dissolved in 400 ml
chloroform. A solution of 4-methy1-3-nitroanilin\e (92.0 g, 0.60mol) in chloroform (1.2
L) was cooled to -5°C and triethyl amine (304.8 g, 3.0mol) was added. 3,5-bis trifluoro
methyl benzoyl chloride in éhlorofonn was added\ drop wise at -5°C over a period of 60-
75 min. The resulting suspension was stirred for 1 hr at -5°C. The suspension was
distilled to a residual volume of 800 ml and ﬁltiered , washed with chilled chloroform
(200ml) and dried in vacuum to give 160.0g of novel (3,5-bis trifluoromethyl)-N-(4-
methyl-3-nitrophenyl)-)-benzamide (68%) as cream colored crystals (98.2% purity by
HPLC) MR-123-130°C. \
o
Step (II): Preparation of (3,5-bis triﬂuororincthyl)-N-(3-amino-4-methylphenyl)—)-
benzamide
|
A suspension of novel (3,5-bis triﬂuoromethyl)-LN-(4-methy1~3-nitrophenyl)—benzamide
(160 g, 0.41moles) and stannous chloride (460.8 g, 2.0 moles) in absolute ethanol (850
ml) was heated to reflux temperature for 40 min. The resulting suspension was then
cooled to room temperature and quenched into [5 L of ice cold water. The reaction
mixture pH was adjusted to 8.0 with 43 L of 5% sodium hydroxide solution and

extracted with 2 x 2 L of ethyl acetate. The ethyll acetate layer was washed successively

\
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with water and brine and dried over sodium sulfate. The ethyl acetate was distilled
completely and 500 ml of hexane was added to the residue and filtered. The filtered cake
was dried at high vacuum at 60°C to give 96.0g|of novel (3,5-bis triflnvoromethyl)-N-(3-
amino-4-methylphenyl)-)-benzamide (65%) as yellow crystals. (98.5% purity by HPLC)
MR-153-156°C Ii
Step (III): Preparation of (3,S-bis-tdﬂuoromL:thyl)-N-(3-guanidino-4—methylphenyl)-
benzamide: |

\
A suspension of (3,5-bis-triﬂuor0methyl)—1l1-(3-amino-4-methylphenyl)-benzamide
(90 g, 0.20 mol) in n-butanol (500 ml) was treated sequentially with concentrated Nitric
acid unti] the pH reaches 2.5 (15.9 g) and with a solution of cyanamide (15.7 g, 0.37 mol)
in water (15 ml) over a period of 30 min. The resulting reaction mixture was stirred at
reflux temperature for 6 hrs. The reaction mixture was then distilled off completely under
vacuum and the residue was allowed to cool down to room temperature. A mixture of
180 ml of methanol and 180 ml of IPE was added to the reaction mass and stirred at room
temperature for 1 hr. The product was filtered off lwith suction, washed with a mixture of
methanol and IPE (3 x 50ml) and dried in vacuum at 60° C to give 72g of the nitrate salt
of novel (3,5-bis-triﬂuoromethyl)-N-(3-guanidino\ — 4-methylphenyl)-benzamide of the
formula 62% of theory (99.2% purity by HPLC), N\IR-285-287°C

Step (IV): Preparation of (3,5-bis tn'ﬂuoroxlnethyl)-N-[4-methy1—3-(4—pyridin—3—yl-

|
|

pyrimidin-2-ylamino)phenyl]-benzamide(I):

A suspension of (3,5-bis-t1iﬂuoromethyl)-N~(3-‘guanidino-4-methylpheny1)—benzamide
nitrate (70 g, 0.15 mol) in n-butanol (470 ml) under an atmosphere of nitrogen was
treated successively with sodium hydroxide flakes (7.0 g, 0.18 mol) and 3-
dimethylamino-1-pyridin-3-yl-propenone (28.0 g, 0.16mol). The resulting suspension was
heated to reflux temperature for 2 hrs. The reaction mixtures became a homogeneous
deep orange solution and dimethylamine was rem\oved by the distillation of n-butanol.
Reaction mass was cooled down to RT and a mixture of water and chloroform (300 ml +
300 ml) was added and chloroform layer was sepArated out. The chloroform layer was

washed with water and distilled to a residual volu\me of 70 ml. Ethyl acetate (350 ml)
|

|
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was added to the reaction mass and filtered off with suction, the isolated solid was
washed with ethyl acetate (2 x 50ml) and water (ﬁ x 50 ml) and dried in vacuum at 60°C.

|
Yield: 48.0g of (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-2-
ylamino)phenyl]-benzamide of the formulal. |

|
The compound of formula-I obtained by Step-IV process was suspended in 480ml
Chloroform and heated to 50-55°C. -The reaction mass was cooled to room temperature
and then cooled further to -5-0°C. The product was filtered and washed with Chloroform
(250ml). The wet cake was dried for 6 hours at 6?°C. The yield was 40gms.
Melting range -230 -237°C (DSC). |
FIG. 1 of the drawings accompanying this sgeciﬁcation shows the X-Ray Powder
Diffraction (XRPD) pattern which substantially dLepicts a typically pure sample of form-I
prepared as per the process disclosed in this Exz{mple The 20 values and intensities are
tabulated in Table 1. |

|
FIG. 4 shows the DSC thermogram of form-I crystal modification prepared by the process
described in this Example (run from 40.0 — 325°C 10.00°C/min; Nz 80 ml/min).

|
FIG.7 shows crystals of Form-I crystal modiﬁcatio\n of compound of formula (I)

|
Example 11 - Preparation of Form-II
(3,5-Bis triﬂuoromethyl)-N-[4—methy1-3-(4-p§ﬁdin-3yl-pyrimidin-2ylamino)phenyl]-
benzamide of formula I, was prepared as ber the process of Example 4 in

W02006/027795 (US 2007/0232633) as follows: |

|
Alternative process for the Preparation of (3,§-bis trifluoromethyl)-N-[{4-methyl-3-

(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl] — \benzamide

In the first instance, 3,5-bis trifluoro methyl benzoyl chloride which was used as one of
the starting material was prepared as follows: |

Thionyl chloride (2.04 kg. 17.2mol) was added over a period of 15 min to a solution of
3,5-bis trifluoro methyl benzoic acid (855.0 g, 3.3mol) and D.M.F.(9 ml) in chloroform (9

|
31 \
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The excess of thionyl chloride is removed b)\r co-distillation with chloroform under
reduced pressure at 40°C. After the end of the élistillation, the resulting 3,5-bis trifluoro
methyl benzoyl chloride was cooled down to room temperature and dissolved in 700 ml

chloroform.

|

A solution of N-(5-amino-2-methylphenyl)-(3 prridyl)—Z-pyrimidine amine (0.73kegs,
2.64mol) in chloroform (9L) was cooled to -5°C and triethyl amine (1.03 kg, 10.2mol)
was added. 3,5-Bis trifluoro methyl benzoyl chlonde in chloroform was added drop wise
at -5° C over a period of 60-75 min. The resultmg suspension was stirred for 1 hr at -5°
C. The suspension was filtered, washed with D. M water and methanol vacuum to give
1.3 kg of wet crude title compound which on rectystallization from methanol yielded 0.82
Kgs (60%) of (3,5-bis triﬂuoromethyl)-N-[i4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-Z-
ylamino)-phenyl]-benzamide (I) |
The compound of formula-I obtained by the above process was suspended in 5L methanol
and heated to reflux temperature. The reaction mass was maintained at the same

temperature for 30-40 minutes, cooled slowly to 40-45°C and held at this temperature for

|

" 60 minutes. The product was filtered and washed with 0.5L methanol at 40-45°C. The

wet cake was dried for 6 hours at 60°C. Yield: 6§0grns

| .

FIG. 2 of the drawings accompanying this specification shows the X-Ray Powder
l

Diffraction (XRPD) pattern which substantially depicts a typically pure sample of Form-

1I prepared as per the process disclosed in this Example The 26 values and intensities are

tabulated in Table-2. _ |

|
FIG. 5 shows the DSC thermogram of form-II crystal modification prepared by the

process described in this Example (run from 30.0\— 350°C 10.00°C/min; N 80 ml/min).
|
FIG. 8 shows crystals of Form-II crystal modiﬁca\tion of compound of formula (I).

Example 12 - Preparaﬁon of Form-111

|
|
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|
(3,5-Bis tn'ﬂuoromethyl)—N—[4-methyl-3-(4-pyridin—3y1-pyn'midin—2y1amino)-phenyl]-
benzamide of formula I, was prepared as per the process of Example 4 in

|
W02006/027795 as mentioned in the above Example-11.
|

The compound of formula-I obtained by the abol/e process was suspended in a mixture of
2.5L Dimethyl formamide and 4.1L acetone andl heated to 50°C. The reaction mass was
maintained at the same temperature for 30-40 mirhutes, then cooled slowly to 25-30°C and
held at the same temperature for 60 minutes. fhe product slurry was further cooled to
-5°C and filtered and washed with 0.8L Acetone . The wet cake was suspended in 0.4L
acetone and heated to reflux temperature. The lcooled slurry was filtered and washed
with 0.4L acetone. The wet cake was dried for 6 hours at 60°C. Yield: 500gms.

|
FIG. 3 of the drawings accompanying this specification shows the X-Ray Powder
Diffraction (XRPD) pattern which substantially depicts a typically pure sample of
form-1II prepared as per the process disclosed in this Example The 26 values and
intensities are tabulated in Table 3. |

\
FIG. 6 shows the DSC thermogram of form-II\I crystal modification prepared by the
process described in this Example (run from 40.0 T 325°C 10.00°C/min; N, 80 ml/min).

|
FIG. 9 shows crystals of Form-III crystal modification of compound of formula (.
|

\
Example-13 - Preparation of Form-III

(3,5-Bis triﬂuoromethyl)—N-[4-methy1-3-(4—py\ridin-3y1-pyrimidin—2ylamino)-phenyl]—
benzamide of formula I, was prepared as | per the process of example-4 in
W02006/027795 as mentioned in the above example-11.
\

The compound of formula-I obtained by the above process was suspended in a mixture of
2.5L dimethyl formamide and 4.1L Hexane and heated to 50°C. The reaction mass was
maintained at the same temperature for 30-40 minutes, cooled slowly to 25-30°C and held
at the same temperature for 12 hours. The prod\uct shurry was further cooled to -5°C,
filtered and washed with 0.8L Hexane. The wet cake was dried for 6 hours at 60°C.

Yield: 400gms; DSC : 248.2(peak). |

33 |
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\

Example 14 - Preparation of Form-III
(3,5-Bis trifluoromethyl)-N- [4-methyl-3-(4-pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)-phenyl]-
benzamide of formula I, was prepared as | per the process of Example 4 in
W02006/027795 as mentioned in the above Exaxﬁple 11.
|

The compound of formula-I obtained by the above process was suspended in a mixture of
2.5L dimethyl formamide and 4.1L toluene and heated to 50°C. The reaction mass was
maintained at the same temperature for 30-40 mir{utes, cooled slowly to 25-30°C and held
at the same temperature for 12 hours. The slurry was cooled further to -5°C, filtered and
washed with 0.8L Toluene . The wet cake was dr‘ied for 6 hours at 60°C. Yield: 450gms;

DSC : 246.7(peak). |
|

\
Example 15 - Preparation of Form-III

(3,5-Bis tn'ﬂuoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-py\ridin-3yl-pyrimidin-Zylamino)-phenyl]-
\

benzamide of formula I, was prepared as per the process of example -4 in
WO02006/027795 as mentioned in the above exam;\»le—l 1
The compound of formula-I obtained by the abové process was suspended in a mixture of
2.5L Acetic acid and heated to 50°C. The react\ion mass was maintained at the same
temperature for 30-40 minutes, cooled slowlyi to 25-30°C and held at the same
temperature for 96 hours. The product was ﬁltere\d and washed with 0.4L chilled Acetic
acid . The wet cake was dried for 6 hours at 6O°C.l Yield: 650gms; DSC : 246.3 (peak).

|

Example 16 - Pregaratiop of Form-III

The Form-I prepared by Example-10 (40g)was suspended in a mixture of 120ml dimethyl
formamide and 200ml acetone and heated to 50°'C; The reaction mass was maintained at
the same temperature for 30-40 minutes, cooled sl\owly to 25-30°C and held at the same
temperature for 60 minutes. The shurry was coolec\i -5°C, filtered and washed with 40ml
Acetone . The wet cake was suspended in %OOml acetone and heated to reflux
temperature and maintained for 60 minutes at reﬂ?x temperature. The shurry was coqled
to 25°C, filtered and washed with 40ml acetone. ’iI'he wet cake was dried for 6 hours at
60°C. Yield: 25gms; DSC : 247.0 °C (Peak). |

\
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|

Example 17 - Preparation of Form-III

The Form-II prepared by Example-11 (650g) was suspended in a mixture of 1.95L
dimethyl formamide and 3.25L acetone and heated to 50°C. The reaction mass was

maintained at the same temperature for 30-40 r\ninutes The reaction mass was cooled

- slowly to 25-30°C and maintained at the same temperature for 60 minutes. The product

was filtered and washed with 0.7L Acetone. The wet cake was suspended in 3.5 acetone
and heated to reflux temperature. The slurry wascooled to 25°C, filtered and washed with
0.7L acetone. The wet cake was dried for 6 hours at 60°C. Yield: 395gms; DSC: 246.5
°C (Peak). ' |

As used herein, the term “about” refers to the variation in an amount or range that
is conventional for the field of organic chemistry, for example, the typical variation that
occurs in temperatures or times as measured in real world situations in the organic
chemistry laboratory, scale-up, or production facility, or in evaluating anti-proliferative
agents. Any range or amount used in the descnp‘\uon of the present invention that is
modified by the term “about” is also a part of the invention if not modified by the term
about. For example, recitation of “about 10 to about 20” also includes recitation of “10 to
20”. |

It should be noted that, as used in this specification and the appended claims, the
singular forms "a," "an," and "the" include pluralireferents unless the content clearly
dictates otherwise. Thus, for example, reference lto a composition containing "a
compound" includes a mixture of two or more compounds It should also be noted that
the term “or” is generally employed in its sense mcludmg “and/or” unless the content
clearly dictates otherwise. |

All publications and patent applications in this specification are indicative of the
level of ordinary skill in the art to which this invention pertains.

The invention has been described with reference to various specific and preferred
embodiments and techniques. However, it shoulq be understood that many variations and

modifications may be made while remaining within the spirit and scope of the invention.
' \

35



o9

WO 2009/109867

WE CLAIM:

\

l

\

+

PCT/IB2009/005421

1. A Form-lII crystal form of (3,§-bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-
pyridin-3yl—pyrimidin-Zylamino)-phenyl]-benzarrLide (formula I).

\

5
2. The Form-III crystal form of claiﬁ 1, wherein the Form-III crystal form
has the XRPD characteristics: |
Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
|
5.909 14.94417 | 24.9
6.491 13.60517 ' 66.4
8.267 10.68690 | 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 | 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 533224 9.5
18.826 470995 | 144
19.571 453226 | 52.1
21.302 416774 54.0
21.612 410861 | 37.7
22.160 4.00828 | 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 | 51.6
24.000 3.70491 | 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 ! 3.1
26.500 3.36079 | 3.3
27.517 3.23887 3.4
29.476 3.02788 | 6.8
29.857 2.99011 1 8.6
30.474 2.93102 : 3.5
32.886 2.72133 ‘ 3.2
33.559 2.66829 | 5.0
35916 2.49836 ‘ 3.8
39.645 2.27157 ‘ 4.9
43.061 2.09893 \ 2.6
43.748 2.06753 3.8
44.055 2.05383 3.9.
\
3. The Form-III crystal form of claim 1, wherein the crystal form has melting

10  point at or above 240 °C.

|
\
!
!
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|
4. The Form-III crystal form of claim 1, wherein the crystal form is
essentially pure. : ‘
|
5. A method of treating a subject i? need of anti-proliferative therapy, the
method comprising:
administering to the subject a Form-III éwstal form of (3,5-bis trifluoromethyl)-
N-[4—methyl-3-(4-pyridin-3yl-pyrirnidin—2ylaming)-phenyl]-benzamide (formula I).
|

6. The method of claim 5, wherein the Form-III crystal form has the XRPD

characteristics: \
Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 | 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 | 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 ' 50.0
15.960 5.54851 | 5.8
16.612 533224 9.5
18.826 470995 14.4
19.571 4.53226 | 52.1
21.302 416774 54.0
21.612 410861 | 37.7
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 | 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079 3.3
27.517 3.23887 | 3.4
29.476 3.02788 6.8
29.857 2.99011 8.6
30.474 2.93102 (3.5
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829 ! 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 227157 4.9
43.061 2.09893 | 2.6
43,748 2.06753 3.8
44.055 2.05383 ‘ 3.9.
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7. A pharmaceutical composition cc‘)mprising a pharmaceutically acceptable
excipient and a Form-III crystal form of (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-
pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)-phenyl]}-benzamide (formula I).

|
5 8. The pharmaceutical composition ?f claim 7, wherein the Form-III crystal

form has the XRPD characteristics:

Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
\
5.909 1494417 | .| 24.9
6.491 13.60517 ! 66.4
8.267 10.68690 | 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 | 40.0
14.609 6.05866 . 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 5.33224 | 9.5
18.826 470995 14.4
19.571 453226 | 52.1
21.302 4.16774 54.0
21.612 4.10861 | 37.7
22.160 4.00828 | 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 | 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 | 11.1
25.887 3.43895 | 3.1
26.500 336079 33
27.517 3.23887 | 3.4
29.476 3.02788 6.8
29.857 2.99011 | 8.6
30.474 2.93102 | 3.5
32.886 2.72133 l 3.2
33.559 2.66829 \ 5.0
35.916 2.49836 ‘ 3.8
39.645 2.27157 \ 4.9
43.061 2.09893 | 2.6
43.748 2.06753 l 3.8
44.055 2.05383 | 3.9,

|
9. Use of a Form-III crystal form of (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-
(4-pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)-pheny1]—benzaklide (formula I), wherein the Form-III
10  crystal form has the XRPD characteristics: |
|
|

38
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Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
5.909 14.94417 | 24.9
6.491 13.60517 66.4
8.267 10.68690 ' 100.0
11.854 7.45967 | 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 | 50.0
15.960 5.54851 . 5.8
16.612 5.33224 9.5
18.826 4.70995 | 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 416774 | 54.0
21.612 4.10861 | 37.7
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.86869 | 23.8
23.278 : 3.81812 51.6
24.000 3.70491 | 8.7
25.112 3.54329 | 11.1
25.887 3.43805 3.1
26.500 3.36079 | 3.3
27.517 3.23887 3.4
29.476 3.02788 | 6.8
29.857 299011 | 8.6
30.474 293102 3.5
32.886 2.72133 | 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 227157 | 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06753 3.8
44,055 - 2.05383 | 3.9

for producing an anti-proliferative medicament for treating a tumor disorder.
| |
10. A process for preparing a Form-IIl crystal form of (3,5-bis
trifluoromethyl)-N- [4-methyl-3-(4-pyridin-3yl-pyqimidin—2ylamino)-pheny1]-benzamide
(formula I)

the process comprising:

\
. . I
treating the compound of formula I in a Form-I or Form-II crystal form with acetic
. . . \
acid or a mixture of dimethyl formamide and acetone, hexane, or toluene; and,

subsequently treating the once treated (‘:ompound with acetic acid, acetone,

hexane, or toluene. |

|
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|
11.  The process of claim 10, comprising:
treating the compound of formula I in a Form-I or Form-II crystal form with acetic
acid; and, |

subsequently treating the once treated corfxpound with acetic acid.

12.  The process of claim 10, comprising:

treating the compound of formula I in 4 Form-1 or Form-II crystal form with a
mixture of dimethyl formamide and acetone; and,

subsequently treating the once treated oorrllpound with acetone.

13.  The process of claim 10, comprisirhg:

treating the compound of formula I in al Form-I or Form-II crystal form with a
mixture of dimethyl formamide and hexane; and, |

subsequently treating the once treated corn\pound with hexane.

14.  The process of claim 10, cornprisir‘lg:

treating the compound of formula I in aForm-I or Form-II crystal form with a
mixture of dimethyl formamide and toluene; and, |

subsequently treating the once treated compound with toluene.

|

15.  The process of claim 10, wherein the Form-IIT crystal form has the XRPD

characteristics: |

Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
|

5.909 1494417 24.9
6.491 13.60517 66.4
8.267 10.68690 | 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 | 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851 | 5.8
16.612 5.33224 9.5
18.826 470995 | 14.4
19.571 453226 52.1
21.302 416774 54.0
21.612 4.10861 i 37.7
22.160 400828 3.5

40 |
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Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 ! 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079 33
27.517 3.23887 . 3.4
29.476 3.02788 6.8
29.857 299011 1 8.6
30.474 293102 ! 3.5
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 249836 3.8
39.645 227157 ! 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06753 ! 3.8
44.055 2.05383 3.9

\

|
16. A Form-I crystal form of (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-

pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)—phenyl]-benzam‘ide (formula I).
5 |
17.  The Form-I crystal form of claim \16, wherein the Form-I crystal form has
the XRPD characteristics:

Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
|
6.793 13.00131 13.9
9.823 8.99680 ‘ 3.9
11.106 7.96069 ! 54.2
13.267 6.66829 : 48.5
16.386 - 5.40523 ' 7.0
17.941 494015 ‘ 11.3
18.997 4.66785 13.0
19.778 4.48530 ‘ 50,5
21.894 4.05635 : 100.0
22.396 3.96650 | 20.5
23.469 3.78750 19.7
24.466 3.63545 | 32.4
24.939 3.56759 : 52.6
25.525 3.48695 ; 14.6
26.968 3.30351 10.3
28.777 3.09991 ‘ 22.0
30.545 2.92436 14.8
33.011 2.71129 1 11.0.

41 |
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18.

|

A Form-II crystal form of (3,5-bis trifluoromethyl)-N-[4-methyl-3-(4-

pyridin-3yl-pyrimidin-2ylamino)-phenyl]-benzamide (formula I).

19.
has the XRPD characteristics:

20.

The Form-II crystal form of claim 18, wherein the Form-II crystal form

|

Angle [2-Theta] | d-value Angstrom | Intensity %
6.500 13.58651 12.2
10.816 8.17295 100.0
12.094 731197 | 3.4
12.988 6.81061 49.7
16.120 5.49381 6.0
17.669 5.01562 | 10.9
19.521 454367 ' 41.7
21.675 4.09687 39.9
22.083 4.02198 17.1
23.230 3.82602 21.9
24.264 3.66523 17.8
24.639 3.61023 | 8.5
28.460 3.13371 4.8
29.328 3.04290 2.3
30.256 2.95165 4.1
32.746 2.73261 3.5
34.035 2.63201 | 3.1
35.590 2.52050 | 1.5
39.660 2.27072 1.9
42.123 2.14346 | 2.5
44193 2.04777 ' 1.7

A method of preparing compound of formula I:

ol
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|

Formula 1
Development code: AN-019

|

the method comprising:

providing a compound of formula VI, 3,5-bis trifluoro methyl benzoyl chloride;

condensing 4-methyl-3-nitro-aniline with‘ the compound of formula (IV) at about
0 to about -10 °C in chlorohydrocarbon solvent with addition of a basic compound to
obtain a compound of formula III, ((3,5-bis Mﬂ&oromethyl)-N—(4-methyl-3-nitrophenyl)-
)-benzamide;

reducing the compound of formula (IIT) v&%ith stannous chloride/conc. HCl at reflux
temperature for about 0.5 to about 1 hour to obtain a compound of formula IV, (3,5-bis
trifluoromethyl)-N-(3 -amino-4-methy1phenyl)-)-li)enzamide;

condensing the compound of formula IV with aqueous cyanamide at reflux

temperature in n-butanol solvent to obtain a compound of formula V, (3,5-bis-
trifluoromethyl)-N-(3-guanidino — 4-methylphen)‘ll)—benzamide;

condensing the compound of formula (V) ‘with 3-dimethylamino-l-pyridin-3-yl-

propenone in presence of base at reflux temperature to obtain the compound of formula

.

a3 |
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FORMA CRISTALINA DE DERIVADO DE FENILAMINO PIRIMIDINA
. l

|

Campo de la Invencién

: g .
La presente 1nvencidn se refiere a una forma
|

5 particular de la (3,5—bis—triﬁluorometil)—N—[4—metil—3—(4~
piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida (f6rmula
I), a los procesos para la prepgracién de los mismos, a las
\
composiciones farmacéuticas que contienen esté forma
|
cristalina, y a su uso como agentes antitumorales en los
10 seres humanos. El compuesto de lé férmula I, también conocido
\
como AN-019 es:
\
\
\
H H
: N N N
a |
15 X N \
H, \
B |
=N :
|
Férmula I
Cédigo de desarrollo: AN-019
|
20

\
Antecedentes de la Invencién

La preparacidén de la (3/5-bis-trifluorometil)-N-[4-

metil—3—(4—piridin—3—il—pirimidin—b—ilamino)—fenil]—benzamida
\

de la férmula I, y el uso del m%smo, especialmente como un

25 agente antitumoral, se describen |en los ejemplos 3 y 4 de
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W02006/027795 (PCT/IN05/00243 presentado el 19 de julio del

2005) que se publicd el 16 dé¢ marzo del 2006, y en las

\
solicitudes correspondientes en numerosos otros paises
|

incluyendo EUA (Pub. No.: US 2007/0232633). En estas

. . . | . .
publicaciones no se describe el polimorfismo.
|
Ahora se ha encontrado sorprendentemente gque bajo
|

ciertas condiciones una nueva forma polimérfica del compuesto

de la férmula I es formada, que se describe aqui

25

| :
posteriormente como la forma cristalina de Forma III, y que

|

tiene propiedades ventajosas. \

Breve Descripcién de la Invencién

La presente invencién\ se refiere a wuna forma
particular de la (3,5—bis—tri%luorometil)—N—[4—metil—3—(4—
piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)+fenil]-benzamida (£6rmula
I), a los procesos para la prepa%acién de los mismos, a las

|
composiciones farmacéuticas que contienen esta forma

cristalina, y a su uso como agentes antitumorales en los

seres humanos. El compuesto de la\férmula I, también conocido

como AN-019 es:
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En una modalidad, la presente invencién se refiere a
una forma cristalina de |Forma IIT de (3,5-bis-

trifluorometil)—N—[4—metil—3—(4—ﬁiridin—3—il—pirimidin—2—

|
ilamino)-fenil]-benzamida (férmula I), y donde 1la forma
|

cristalina de Forma III, tiene\las caracteristicas de XRPD
listadas en la tabla 3, posterior. Esta forma cristalina

puede tener un punto de fusién\en o arriba de 240 °C. La
\
forma cristalina puede ser esenciFlmente pura.

En una modalidad, la presente invencidén se refiere a
un método de tratamiento de un sujeto que tenga la necesidad

|
de una terapia anti-proliferativa. Esta modalidad del método
|

puede incluir la administraciéni a un sujeto de una forma
cristalina, de forma III, de la: (3,5-bis-trifluorometil)-N-

[4—metil—3—(4—piridin-3~il—pirimidib—Z—ilamino)—fenil]—benzamida
|

(férmula I), en donde la forma cristalina de Forma III, tiene
\

las caracteristicas de XRPD listadas en la tabla 3, posterior.
La presente invencidén también se refiere a una

composicion farmacéutica. La composicidédn farmacéutica incluye
\

un excipiente farmacéuticamente\ aceptable y una forma

cristalina de Forma III, de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-

metil-3-(4-piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida

\
(férmula I), en donde la forma cristalina de Forma III, tiene

|
las caracteristicas de XRPD listada? en la tabla 3, posterior.
La presente invencidén también se refiere al uso de

una forma cristalina de Forma III, de la (3,5-bis-
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\
trifluorometil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il-pirimidin-2~
\

ilamino)-fenil)]-benzamida (férmula I), en donde la forma

|
cristalina de Forma III, tiene las caracteristicas de XRPD
\

listadas en la tabla 1 posterior para la produccién de un
\

medicamento anti-proliferativo para el tratamiento de un

trastorno tumoral.

La presente invencién se refiere a un proceso para
la preparacién de una forma cristalina de Forma III, (3,5-
bis—trifluorometil)—N—[4—metil—34(4—piridin—3—il—pirimidin—2—
ilamino)-fenil]-benzamida (férmula I), en donde 1la forma
cristalina de Forma III, tiene 'las caracteristicas de XRPD
listadas en la tabla 3 posteriér. Este proceso incluye el
tratamiento del compuesto de ia férmula I en una forma
cristalina de Forma I o de Forma\II, con acido acético o una
mezcla de dimetil formamida y ac%tona, hexano o tolueno. Este
proceso también puede incluir el Fratamiento subsiguiente del
compuesto tratado una vez con écigo acético, acetona, hexano,
0 tolueno.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a
una forma cristalina de Forma I, de la (3,5-bis-
trifluorometil)-N-[4-metil-3- (4-piridin-3-il-pirimidin-2-
ilamino)-fenil]-benzamida (férmuﬂa I), en donde la forma
cristalina de Forma I, tiene las caracteristicas de XRPD
listadas en la tabla 1, posteriorj

\
En otro aspecto, la presente invencién se refiere a

|
|

|
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una forma cristalina de Forma II de la (3,5-bis-
\

trifluorometil)—N—[4—metil—3—(4—piridin—B—il—pirimidin—Z—
ilamino)-fenil]-benzamida (férmula I), en donde 1la forma

cristalina de Forma II, tiene 'las caracteristicas de XRPD

\
listadas en la tabla 2, posterior.

\
Breve Descripcidén de las Figuras

La figura 1 muestra el diagrama de difraccién de
rayos X (XRD) de la forma cristalina de Forma I, del

|
compuesto de la férmula I. Los valores 20 y las intensidades
|

son tabuladas en la tabla 1. |

La figura 2 muestra el diagrama de difraccién de
rayos X (XRD) de 1la forma cristalina de Forma I1I, del

compuesto de la férmula I. Los valores 26 y las intensidades

\
son tabuladas en la tabla 2.
\

La figura 3 muestra el\ diagrama de difraccién de
rayos X (XRD) de la forma cristalina de Forma III, del

compuesto de la férmula I. Los valores 20 y las intensidades

son tabuladas en la tabla 3. |

|
La figura 4 nmuestra un termograma de caloria de

exploracién diferencial (DSC) de la forma cristalina de Forma

I, del compuesto de la férmula I. !

\

La figura 5 muestra un' termograma de caloria de

\

exploracidn diferencial (DSC) de la forma cristalina de Forma
' \

ITI, del compuesto de la férmula I.
La fiqura 6 muestra un | termograma de caloria de
\
l
\
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exploracidén diferencial (DSC) de la forma cristalina de Forma

i
ITI, del compuesto de la férmula I.
\

La figura 7 muestra la morfologia de 1la forma
\

cristalina de Forma I, del compugsto de la férmula I.

La figura 8 muestra la morfologia de la forma
cristalina de Forma II, del compuesto de la férmula I.

La figura 9 muestra |la morfologia de 1la forma
cristalina de Forma III, del comﬁuesto de la férmula I.

\
La figura 10A y 1la figura 10B ilustran que las
|

inyecciones intraperitoneales del compuesto de la férmula I
\

(ejemplo 1) provocaron la regr%sién de la leucemia en 1los
ratones desnudos. Las muestras qe la sangre extraidas de la
vena de la cola revelaron un | incremento en LGI en los
controles y una reduccidén progresiva en LGI en los ratones

tratados con Imatinib y AN019 (figura 10A). El dia 48 el LGI

L. o
de los ratones tratados con Imatinib se determindé que va a

|
ser de 20 + 5, mientras que el LGI de los ratones tratados
|

con ANO19 se encontrd que va a ser de 10 + 2 con un conteo de
las células casi normal (figura 10B) .
La figura 11 ilustra que las células tratadas con

ANO1l9 no mostraron ningin agrandamiento esplénico mientras
que los ratones tratados coh Imatinib mostraron un
agrandamiento esplénico (ejemplo 2).

l
La figura 12 ilustra que la concentracién de AN019 a
\

1 mg/kg no indujo wuna reducciéP en la expresién de 1la

|

|
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luciferasa, mientras que 5 mg/kg provocaron la fijacién de
las células de leucemia a nivelgs de expresidén constantes, y
las concentraciones de 10 y 20 ﬁg/kg provocaron una réduccién
en la expresidén de la luciferasak

La figura 13 ilustra qhe la administracién oral de
Imatinib (1, 5, 10 y 20 mg/kg)ien los ratones desnudos con
implantes de células de leucemia humanas K562 luc condujo a
una regresién de la leucemia a ¢oncentraciones mas elevadas.
La administracién de Imatinib aﬂuna concentracién de 1 mg/kg
no indujo una reduccién en la lexpresién de la luciferasa,
mientras que las concentraciones de 10 mg/kg y 20 mg/kg
mostraron un retardo de la expresidén de la luciferasa.

La figura 14A, figura 14B, figura 14C ilustran los
resultados de los estudios anélogos a aquellos ilustrados en
las figuras 12 y 13 pero que eqplean el fé4rmaco de control
Dasatinib (ejemplo 16). |

La figura 15 y 1la figur? 16 muestran los ensayos de
invasién de matrigel in vitro de }as células del glioma 4910,
5310 y U87 y las células del céﬂcer de mama MDAMB231 y ZR71
en la presencia de las concentrdciones especificadas de AN-
019, AN-024, con y sin radiacién.\

La figura 17 muestra el eLsayo angiogénico in vitro de
las células del glioma 4910, 5310 le87 y las células del cancer

\
de mama MDAMB231 y ZR71 en la presencia de las concentraciones

|

especificadas de AN-019, AN-024, con y sin radiacién.
\

l
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La figura 18 muestra el analisis de Western Blot de
las células del glioma 4910, 5310\y U87 y las células del céncer

de mama MDAMB231 y ZR71 en la pr%sencia de las concentraciones

especificadas de AN-019, AN-024, on y sin radiacién.

\
La figura 19 muestra la expresidén de luciferasa de
|
los ratones con implantes de K562luc después del tratamiento

\
con ANQO24, AN019 o Imatinib.

\
La figura 20 muestra el numero de animales curados
\
después del tratamiento con AN024 o AN019 en el dia 58. EL

tratamiento con el farmaco fue de%enido el dia 42, los animales
continuaron mostrando un efefto curativo después del
tratamiento con AN0O24 y AN019 desqués del retiro de tratamiento
con el farmaco (datos basados en Ha luminiscencia).

La figura 21 muestra el c?nteo de hemocitoblastos de las
muestras de la sangre tomadas de lo§ animales el dia indicado. El
tratamiento con el farmaco fue retirado el dia 42. ANO24 y AN019
mostraron una eficacia después del |retiro del tratamiento con el
farmaco. Imatinib se encontrd que va a ser ineficaz.

La figura 22 muestra el andlisis semicuantitativo de
los tumores intracraneales en los ratones desnudos después
del tratamiento con TMZ, AN0O24 o ANO19 con o sin radiacién (5Gly) .

La figura 23 muestra répresentaciones grdficas de
los ratones desnudos que muestran la ausencia de tumores

. ’ . L3 rd
intracraneales después del tratamiento del farmaco con

AN-019, AN024 y sin tratamientos de radiacién.

l

\
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Descripcidén Detallada de la Invenciédn

La tabla 1 muestra los valores 20 y las intensidades
de la forma del cristal, forma I, del compuesto de la férmula

1 a partir del diagrama de difracciénlde rayos X (XRD) de la figura 1.

5 Tabla 1 (Forma I)
Angulo [2—theta]- valor d, ;ngstroms % de intensidad
6.793 13.00131 13.9
9.823 9.99?80 3.9
11.106 7.96669 54.2
10 13.267 6.66é29 48.5
16.386 5.40?23 7.0
17.941 4.94015 11.3
18.997 4.66%85 13.0
19.778 4.48%30 50.5
. 21.894 4.05635 100.0
22.396 3.96550 20.5
23.469 3.787PO 19.7
24.466 3.63545 32.4
20 24.939 3.567%9 52.6
25.525 3.486?5 14.6
26.968 3.30351 10.3
28.7717 3.09951 22.0
30.545 2.924$6 14.8
25 33.011 2.71129 | 11.0

|
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La tabla 2 muestra losivalores 20 y las intensidades

de la forma cristalina de Forpa 11,

férmula 1 a partir del diagrama de difraccién de rayos X

(XRD)

de la figura 2.

|

|
Tabla 2 (Forma II)

|

del compuesto de 1la

Angulo [2-theta] valor d, Angstroms $ de intensidad
6.500 13.58651 12.2
10.816 8.17295 100.0
12.094 7.31197 3.4
12.988 6.81061 49.7
16.120 5.49381 6.0
17.669 5.01562 10.9
19.521 4.54367 41.7
21.675 4.0968ﬁ 39.9
22.083 4.02198 17.1
23.230 3.82602 21.9
24.264 3.66523 17.8
24.639 3.61023 8.5
28.460 3.13371 4.8
29.328 3.04290 2.3
30.256 2.95165 4.1
32.746 2.7326i 3.5
34.035 2.63201 3.1
35.590 2.52050 1.5
39.660 2.27072 1.9
42.123 2.14346 2.5
44.193 2.04777 1.7

|

83
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férmula 1 a partir del diagrama de difraccién de rayos X

(XRD)

La tabla 3 muestra los valores 26 y las intensidades

de la figura 3.

11 |

|

|

Tabla 3 (Fo;ma I111)

de la forma del cristal, form? ITI, del compuesto de 1la

Angulo [2-thetal valor d, Angstrom % de intensidad
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60557 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.0586@ 50.0
15.960 5.5485P 5.8
16.612 5.33224 9.5
18.826 4.7099% 14.4
19.571 4.53226p 52.1
21.302 4.16774 54.0
21.612 4.1086& 37.7
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.8686? 23.8
23.278 3.8181é 51.6
24.060 3.7049i 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1

|
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Tabla 3 (Forma iII) (Cont.)

Angulo [2-theta] valor d, Aﬁgstrom % de intensidad
26.500 3.36079 3.3
27.517 3.23837 - 3.4
29.476 3.027%8 6.8
29.857 2.99011 8.6
30.474 2.931&2 3.5
32.886 2.72113 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 2.498;6 3.8
39.645 2.2715]7 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06755 3.8
44.055 2.05383 3.9

|

La forma cristalina de Forma III, del compuesto de
la férmula I esté caracterizado‘por cristales con forma de
aguja. Las formas cristalinas,i forma I y forma II, del
compuesto de la férmula I estén caracterizadas por cristales
que no tienen forma de aguja. i

Las formas cristalinas,, forma I y forma II, del
compuesto de la férmula I son metaestables a temperatura

ambiente. Sin embargo, la forma dristalina de Forma III, del

compuesto de la férmula I, es la forma termodindmicamente

|

A9
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estable a temperatura ambiente. Esto es indicativo de la
estabilidad méds grande de la | forma cristalina de Forma

III.

En consecuencia, en una modalidad la presente

inveﬂcién proporciona. una forma cristalina de Forma III,
del compuesto de la férmula I éue es estable a temperatura
ambiente y aun a temperaturas‘més elevadas (por ejemplo,
120 °C) y condiciones de tensﬂén acelerada, y que tienen
las caracteristicas dadas en la&tabla 3 (anterior).

En una modalidad,  la presente invencién

\
proporciona un proceso para la preparacién de la forma

cristalina de Forma III, del coﬁpuesto de la férmula I que

es estable y que tiene las caracteristicas dadas en la
tabla 3.
La tabla 4 muestra la estabilidad con

|

calentamiento de la forma cristalina de Forma III, a las
temperaturas de 110-140 °C. La %orma IIT se muestra que va
a ser no metaestable y estable cuando se calienta a 130 °C
durante 6 horas.

La forma cristalina ?e Forma III pura (1 g)
preparada por el presente proceso se cocha en un tubo
para ebullicién y se calienta gradualmente en un bafio de

aceite. Luego, La substancia fu% examinada por XRPD. Los

resultados son tabulados en 1la tabla 4.

|

%6
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Tabla 4
Contenido del Temperatura Tiempo de Forma detectada del
polimorfo* antes calentamiento | polimorfo* después
del calentamiento {horas) del calentamiento
Forma III 110 °C | 6 Forma III
Forma III 120 °C ‘ 6 Forma III
Forma III 130°C G Forma III

* La presencia de la forma I y de la forma II estuvo abajo
del nivel de deteccidén en estos ejemplos.

Esto demuestra que'la fo%ma cristalina de Forma III, no
fue metaestable. La forma cristalina de Forma III, fue estable
con respecto al calentamiento aun a 130 °C durante 6 horas.

La tabla 5 muestra lb estabilidad de 1la forma
cristalina de Forma III, ba?o condiciones de tensién
acelerada (45 + 2 °C, 75 + 5 % Rﬁ, 6 meses) en la formulacién
de la cépsula y del material a granel.

Tabla 5 - Estabilidad de la forma cristalina de Forma III, en

el material a granel y lL capsula formulada.

Contenido del polimorfo* Contenido del poli- Duracién del almace-

de la fémula I en la morfo* del carpuesto a namiento (meses) a
cdpsula fornmulada granel de la férmmula I 40+2 °C/75+5 % RH
Forma del polimorfo Forma del bolimorfo
detectada detectada
Forma III Forma| III 0 meses
Forma III1 Forma, 111 1 mes
Forma III Forma III 2 meses
Forma IIT Forma I1T 3 meses
Forma III Forma IIT 6 meses
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* La presencia de la forma I y de la forma II estuvo abajo
' |

del nivel de deteccidén en estos ejemplos.

Estos datos demuestran que la forma III no es
convertida a otras formas duranée un periodo de tiempo. La

|

estabilidad de la forma III en el material a granel y en la
capsula formulada fue establecida asi.

En una modalidad, 1la pr%sente invencién proporciona
una composicidén farmacéutica Util, para la terapia tumoral que

contiene la forma cristalina dé Forma 1III, estable, del

|

compuesto de la férmula I.
|

La forma de dosificacién de la formulacidén que
contiene la forma cristalina de Fbérma ITI, estable, que puede

|
ser preparada por el proceso de la presente invencidén, por
|

ejemplo, wuna forma de dosificacién oral, puede ser una

. ‘ . Lo vz .
capsula que contiene la composicién, por ejemplo, una
|
composicién sdélida pulverizada o granulada, dentro de una

capa externa ya sea dura o blanda. La capa externa se puede

hacer de gelatina que contiene opcionalmente un
\

plastificante, tal como glicerinﬁ o sorbitol, y un agente
opacificante o colorante. |

Los métodos conocidos len el arte pueden ser

\
utilizados para preparar la composicién farmacéutica que
[

contiene la forma cristalina de Forma III, en la forma de las

capsulas. Los excipientes que pueéen ser empleados incluyen
|

celulosa microcristalina, poloxémgro 407, crospovidona XL,

|
|

|

8%
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Aerosil, SLS, estearato de magne%io, o mezclas de los mismos.

La tabla 6 muestra las cantidades adecuadas de los
|
ingredientes activos y de los excipientes (% en peso) para

%éuticas.

las presentes formulaciones farma
5 Tabla 6 - Una modalidad de una domposicién farmacéutica que

contiene la forma crisQalina de Forma III

No. Material | Composicién (p/p)
muestra mg/cépsula

1 ACompuesto de la fémula I,\forma 11T 25.0
‘ 10 2 Celulosa microcristélina 8.0
o 3 Poloxamero 407 12.5
4 Crospovidona XL, 12.5
5 Estearato de magne?io 0.5
6 SLS 4.0
15 7 RAerosil { 0.25

En una modalidad, 1la %nvencién se refiere a una

forma cristalina de Forma III, esencialmente pura, particular
|
de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-metil-3~-(4-piridin-3-il~-

20 pirimidin—Z—ilamino)—fenil]—benzaﬁida (férmula I). E1 término

e

“esencialmente pura” se entiende en el contexto de la

presente invencién que significa que aproximadamente 90 a 100

Q

% en peso, aproximadamente 95 hasta 100 % en peso, o, por
l

ejemplo, aproximadamente 99 hasta 100 % en peso de los

|

25 cristales de la férmula I estdn presentes en la forma

\
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cristalina de acuerdo con la invenciédn, por ejemplo, la forma
cristalina de Forma III.

En el contexto del est?blecimiento de que la forma
cristalina de Forma III, de la férmula I exhibe un diagrama
de difraccién de rayos X esenci?lmente como en la figura 3,
el término “esencialmente” significa que al menos las lineas
principales del diagrama mostraﬁo en la figura 3 es decir
aquellas que tienen una intensidad de la linea relativa de
mads del 10 %, especialmente més\del 20 %, cuando se compara
con la linea méds intensa en el d%agrama, esté&n presentes.

Las formas cristalinés tienen las siguilentes
propiedades: |

" El punto de fusién en el termograma de DSC de la
forma cristalina de Forma III, es de 246.7 °C. El punto de
fusién en el termograma de DSC de 1la forma cristalina de
Forma I, es de 234 °C y de la férma cristalina de Forma II,
es de 240.47 °C, 249.2 °C (pico).l

Los diagramas de difréccién de rayos X también
muestran otras diferencias marcadas. En una modalidad, la
forma cristalina de Forma III, esencialmente pura, del

compuesto de la férmula I muestra el diagrama de difraccién

de rayos X indicado en la figura 3.

En una modalidad, la invencién se refiere a la forma:

cristalina de Forma III, del compuesto de la férmula I, que
[

estd caracterizada por la presencia de cristales que exhiben

|

40
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la forma mostrada en la figura 9, por ejemplo, la forma
cristalina de Forma III, en la forma esencialmente pura.

En una modalidad, la forma cristalina de Forma III,
del compuesto de la férmula I tiene un punto de fusidén més
elevado que 240 °C, por ejemplo, entre 245 y 250 °C.

La forma cristalina de Forma III, (por ejemplo,
esencialmente pura) se puede obtener por el siguiente método.
El tratamiento de otra forma cristalina, por ejemplo, la
forma cristalina de Forma I o forma-II, del compuesto de la
férmula I, con un solvente polarl adecuado, por ejemplo, N,N-
di-alquilo inferior-alcanocarboxamida inferior, tal como N,N-
dimetilformamida o N,N-dimetilacetamida, o por ejemplo, un
4dcido carboxilico alifdtico tal} como A&cido acético, o una
mezcla del anterior con una cetona, tal como acetona, o un
hidrocarburo hidrofébico, por ejemplo, tolueno o hexano, o
una mezcla de los mismos, a una tkmperatura adecuada.

En una modalidad, el compuesto de la fdérmula I es
tratado con una mezcla de dimetil formamida y acetona seguido
por el tratamiento en acetona. EA una modalidad, el compuesto
de la férmula I es tratado con una mezcla de dimetil
formamida y hexano seguido por el tratamiento en hexano. En
una modalidad, el compuesto de $a férmula I es tratado con
una mezcla de dimetil formamidé y tolueno seguido por el
tratamiento en tolueno. En una modalidad, el compuesto.de la

férmula I se trata una o mads veces con acido acético. En este

o
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contexto} el tratamiento o una etapa de tratamiento se
refiere al calentamiento, enfriamiento, reflujo, lavado,
suspensién, o semejantes en el solvente o mezcla de
solventes. Estas modalidades cadé una proporcionan la forma
cristalina de Forma III, del comppesto de la férmula I.

En ciertas modalidadeé, el presente método de
produccién de la forma cristalinaide Forma III, no incluye el
tratamiento de otra forma cristalina del compuesto de la
férmula I con cloroformo, metanol, diclorometano, éter (por
ejemplo, éter dietilico), agua, acetato de etilo, o una
mezcla de los mismos. En ciertas modalidades, la forma
cristalina de Forma III, no fue producida por el tratamiento

de otra forma cristalina del compuesto de la férmula I con

- cloroformo, metanol, diclorometano, éter (por ejemplo, éter

dietilico), agua, acetato de etilo, o mezclas de los mismos.
La forma cristalina de Forma III, del compuesto de

la férmula I asi como otras |formas, poseen propiedades

farmacolégicas utiles y pueden %er utilizadas, por ejemplo,
como agentes antitumorales. |

La presente invencién t%mbién incluye un método de
preparacidén del compuesto de la férmula I. Este método puede
incluir:

proporcionar un compuesto de la fdérmula VI, el
cloruro de 3,5-bis trifluoro metii benzoilo; o la preparacidn

de este compuesto por los métodos conocidos;

9)
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condensar 4-metil-3-nitro-anilina con el compuesto
de la férmula (IV) en aproximadam#nte 0 hasta aproximadamente
-10 °C en un solvente de clorohiérocarburo con la adicidén de
un compuesto bédsico para obtener un compuesto de la férmula

III, 1la ((3,5—bis~trifluorometﬂl)—N—(4—metil—3—nitrofenil)—
benzamida; o

reducir el compuesto de }a férmula (III) con cloruro
estafioso/HCl concentrado a la te%peratura de reflujo durante
aproximadamente 0.5 hasta aproximédamente 1 hora para obtener
un compuesto de la foérmula v, la (3,5~bis—trifluorometil)—N—
(3—amino—4—metilfenil)~)~benzamidL;

condensar el compuesto de la férmula IV con
cianamida acuosa a la temperatura de reflujo en un solvente
de n-butanol para obtener un compuesto de la férmula V, (3,5-
bis-trifluorometil)-N-(3-guanidinio-4-metilfenil)-benzamida;

condensar el compuestoi de la férmula (V) con 3-
dimetilamino—1—piridin—3—il—propénona en la presencia de una
base a la temperatura de reflujo para obtener el compuesto de
la férmula (I). i

En una modalidad, el ﬁétodo es efectuado como se
describe en el ejemplo 10.

Las descripciones de l% solicitud de patente U.S.
No. 11/714,565, presentada el 5 de marzo del 2007

(publicacién U.S. No. US 2007/0232633, publicada el 4 de

octubre del 2007) y de la |solicitud PCT No. PCT/IN
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2005/000243, presentada el 19 de julio del 2005 (publicacidn

PCT No. W02006/027795, publicada el 16 de marzo del 2006) son

incorporadas para referencia aqui en su totalidad.

Las modalidades de la presente invencién son

. . | .
descritas en los ejemplos dad?s posteriormente, que son

provistas para ilustrar la invencién solamente y por lo tanto

las mismas no van a ser interpretadas como limitativas del
|

alcance de la invencidn.

EJEMPLOS

Nota general

El compuesto principall de esta invencién de la
férmula I (indicado por el cédigo de desarrollo AN-019) se
encontrd que exhibe una actividad antitumoral Util superior a
algunos de los farmacos aprobad#s existentes de esta clase.
Este  compuesto se encontrd | que exhibe tres formas
polimérficas distintas, las formas I, II y III como se
describié anteriormente. Aunque} todas las formas exhiben
propiedades farmacolégicas valiosas y pueden ser utilizadas
como agentes antitumorales, la forma III fue elegida para la
evaluacién de la actividad %iolégica con base en su
estabilidad termodindmica. El cédigo de desarrollo AN-024 se
refiere a otro compuesto de la misma clase descrito en otra
parte por los.inventores. La bi?—eficacia y la actividad de

los compuestos de esta invencidén ha sido comparada con los

farmacos aprobados semejantes al mesilato de Imatinib vy

|
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Dasatinib para que sirvan como bontroles positivos en este

estudio. El “mesilato de Imatinib” ha sido abreviado vy
|

referido como “Imatinib” en este estudio.

Ejemplo 1- Establecimiento de la lactividad de anti-CML de AN-

019 en los ratones desnudos con implantes de células k562

|
(figuras 10A y 10B)

Para determinar la dctividad anti-CML de 1los

compuestos de esta invencidén, las células K562 fueron
obtenidas del ATCC y 1los r;tones desnudos recibieron
implantes con estas células. Como@un control, el Imatinib fue
utilizado a la misma concentracidén por kg de peso corporal
para comparacién. EI tratamientg del fé&rmaco se .inicid 15
dias post-implante y durante 43 horas con inyecciones 1ip
diariamente de 10 mg/kg. La sangre fue extraida de la vena de
la cola cada 6/o. dia, el porcentaje de las células K562 fue
determinado y se calculé el porcentaje del indice del
crecimiento de la leuéemia (LGI, por sus siglas en inglés).
Los ratones tratados lcon ANO19 mostraron una
declinacién permanente en LGI‘ después del inicio del
tratamiento con el férmaco. El LGI para los ratones tratados
con Imatinib también mostrd una declinacidén pero retrasada
significativamente para 1los raFones tratados con ANO19.
Cuarenta y ocho dias después de las inyecciones de 1ip

continuas, los ratones tratados éon ANO19 fueron comparables

con los ratones de control norma%es, y los ratones tratados
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con Imatinib mostraron una LGI ?e 20 + 5 cuando se compara
con los controles. La inmunohiitoquimica del bazo para la
proteina Crk reveld la localizacién de las células K562 en el
bazo en los ratones de controlh Los ratones tratados con
ANO019 ﬁostraron niveles basales de la expresién de Crk,
mientras que los ratones trataﬁos con Imatinib mostraron
pocas, colonias con niveles de expresidén de Crk desde bajos
hasta indetectables.
Métodos
Implantacién de K562

| A los ratones desnudos | (nu/nu) se les implantaron
células K562 (1 x 10°% por 'med%o de la vena de la cola.
Cuatro ratones fueron utilizadoi por grupo y divididos en
cuatro grupos. Tres grupos recibieron implantes de células
K562 y un grupo fue utilizado comg los controles normales. El
grupo 2 fue inoculado con las Eélulas K562 vy sirvidé como
controles positivos no tratadosy Dos de otros grupos con
implantes de células K562 fueron Tratados ya sea con Imatinib
o ANOQO19.

|
Inyeccién IP de ANO1S e Imatinib

Los ratones con implanteé de K562 fueron tratados ya
sea con Imatinib o con AN019 (10 mg/kg de peso corporal) por

medio de inyecciones intraperit?neales. Las soluciones en

almacenamiento de Imatinib y AN019 se hicieron a una
' |
concentracién de 100 ug/pl en DMSO. Los ratones fueron

|

96



. oy
"

LT

10

15

20

25

24\

\
inyectados por medio de wuna ‘ruta intraperitoneal a la

dosificacién mencionada anteriogmente. El peso promedio de
los ratones desnudos se determiné que va a ser de 30 + 3 g, y
la dosificacién por ratédn se caléulé que va a ser de 300 + 30
ug/ratén. . Tres microlitros | de las soluciones en
almacenamiento se diluyen hastailOO pl justo previo a las
inyecciones ip. Las inyecciones| ip fueron llevadas a cabo
diariamente desde el dia 15 post-jimplante hasta el dia 48 con
un total de 33 inyecciones.
Determinacién del indice de creci?iento de leucemia (LGI)

El indice de crecimiento de leucemia se determind

|

utilizando la férmula LGI (%) =i(Vg4h)/Vc>< 100 %. V. es el

numero de hemocitoblastos promedio (K562) por ml de sangre en
\

los animales de control en un cierto tiempo de la medicidn, y
|

Ve es el numero de hemocitoblastos promedio por ml de sangre
en los animales de prueba en un c£erto tiempo de la medicién.
La sangre fue extraida de los ratones (tratados y no
tratados) durante el sexto dia pgst—implante de las células
K562 y seguido por un intervalo\cada seis dias durante 48
dias. La sangre fue extraida por ﬁedio de la vena de la cola.
ELl anélisis‘ cuantitativo de! LGI fue representado
graficamente. |

Inmunocitoquimica |

Los ratones de control |se sacrificaron el dia 42

cuando los sintomas secundarios de la leucemia fueron
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\
observados, tales como la hinchazén abdominal y la falta de

|
circulacién en los sistemas periféricos que causan pérdida de

\ .
dedos con puntos rojos bajo la superficie de la piel. Los
I
tumores del bazo y cualesquiera tumores secundarios fueron
recolectados, fijados en forﬂaldehido y sumergidos en

. | . C
parafina como por los protocolos estdndares. La seccidn de

parafina fue obtenida y procesad& para inmunocitoquimica. Las
secciones rehidratadas se trata%on con 0.3 % de H;0, para
inactivar cualesquiera peroxidgsas naturales previo al
inmuno—gondeo. Las secciones fueron bloqueadas con un filtro
esterilizado (0.22 um) con BSA-PBS al 1 % a temperatura
ambiente durante 1 h. Después |del bloqueo, las secciones
fueron inmuno—séndeadas con un anticuerpo primario monoclonal
de anti-Crk especifico, humano, realzado en el conejo contra
un péptido sintético correspondiente a los residuos en el
dominio SH2, cerca de la terminacién N de la proteina CrkL
humana (Abcam, Cambridge, MA, USAP en BSA-PBS al 1 % toda la
noche. El anticuerpo secundario \(de anti-conejo) conjugado
con HRP se utilizd para detectarila presencia del anticuerpo
primario. Las secciones se enjua?aron brevemente tres veces
en una solucién de PBS despuési del inmuno-sondeo con el
anticuerpo secundario, y se agrﬁgé el sustrato de DAB HRP
siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma St Louis MO

\

EUA). La reaccidén se deja proceder hasta que se observa un
\
contraste agudo entre los controles positivos y negativos.

|
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|

Para los controles negativos el anticuerpo primario fue
\

eliminado. El bazo de los ratones leucémicos sirvidé como los

|
controles positivos.

\
Resultados

Las inyecciones int&aperitoneales de ANO19
provocaron la regresién de la‘ leucemia en los ratones
desnudos. Las muestras de sangre %omadas cada sexto dia post-
implante indicaron un incrementg en LGI en los controles
cuando se coﬁpara con los ratoneg no tratados. Las muestras
de la sangre extraidas de 1la ve%a de la cola revelaron un
incremento en LGI en los controleg y una reduccién progresiva
en LGI en los ratones tratados cgn Imatinib y ANC19 (figura
10A). Desde el quinceavo dia Eost—implante, los ratones
fueron provistos con inyecciones intraperitoneales de ANO19 o
Imatinib a una dosificacién de 10\mg/kg de peso corporal. Los
ratones tratados con Imatinib Sse quedaron rezagados con
respecto a los ratones tratados Eon AN01l9 en cada punto de
los datos. El1 dia 48 el LGI de\ los ratones tratados con
Imatinib se determiné que va a ser de 20 + 5, mientras que el

LGI de los ratones tratados con ANO19 se encontrd que va a

ser de 10 + 2 con un conteo de células casi normal (figura 10B).

Ejemplo 2 — Las inyecciones de ANO19 de los ratones desnudos

con implantes de células K562 no muestran un agrandamiento

esplénico ni alguna éxpresién de Crk (figura 11)

Los ratones desnudos conl implantes de células K562

l
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se trataron con Imatinib o ANOl9ipor medio de inyecciones ip.
Los ratones se sacrificaron desqués que una reduccidén en el
LGI fue observado y se recolecté el bazo. El agrandamiento
esplénico fue observado a simple\vista y se determindé que los
ratoneé de control mostraron un Eazo agrandado indicativo de
la localizacién celular de K562, Las células tratadas con
ANO19 no mostraron ningun agrandamiento esplénico mientras
que los ratones tratados con Imatinib mostraron un

l
agrandamiento esplénico ligero (figura 11). Las secciones de

parafina del bazo inmuno—sondeado\para verificar la presencia
de la proteina Crk mostraron ung localizacién fuerte de 1la
expresién de Crk acompafiada Eon una densidad celular
incrementada indicativa de la localizacién de K562 en los
ratones de control. Los ratones Eratados con ANO19 mostraron
una expresién solamente al nivel basal de la expresidn de Crk
comparable con el control negatiJo. Los ratones tratados con
Imatinib indicaron regiones de e%presién localizadas, de la
expresién de Crk, indicativas deilas células de K562 en el
bazo. Los ratones de control también desarrollaron tumores
subcutdneos aleatorios que muesFran la expresidén de Crk,
indicativa de la presencia de las células K562.

|

De estos resultados es evidente que el tratamiento

\
con ANQ12 provocd la regresién de LGI en los ratones
desnudos. Los ratones tratados con Imatinib también mostraron

una reduccidén significativa en |LGI pero distanciada con
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|

respecto a los ratones tratados Fon AN019. Tanto los ratones

tratados con AN(019 como con Imatinib no mostraron una

|

anormalidad fisioldégica, fenotipica o del comportamiento. Los

| .
ratones de control mostraron la presencia de 1los tumores

subcutdneos aleatorios con una pérdida de dedos acompafiada
con puntos rojizos bajo la piel y un agrandamiento ligero del

abdomen. De estos resultados, es evidente que ANQO19

|

proporciona un fédrmaco terapéutico promisorio para el

|

tratamiento de la leucemia.

Ejemplo 3 - Estudios in vivo utilizando lineas celulares de

CML de murino resistentes a Baf3 Imatinib

Para determinar la acti?idad anti-leucémica in vivo

de ANO19 y ANO24, los ratones desnudos recibieron implantes

|
intraperitonealmente de células de leucemia Baf3 de murino

|

(Wt, T315I, M351T, y E225K), y 15 dias después del implante

los ratones se trataron con Imatinib (10 mg/kg), AN019 (20
mg/kg), y AN024 (20 mg/kg) por Febadura oral o inyecciones
ip. Las muestras de la sangre s? obtuvieron a partir de la
vena de la cola o por medio de lé vena femoral cada 6/o0. dia
y los hemocitoblastos se contaron y se representaron
graficamente. |

Las muestras de la sangre de los ratones con
implantes de Baf3Wt tratados con Imatinib (10 mg/kg), AN019

(20 mg/kg), y AN024 (20 mg/kg) fueron semejantes a los
|

controles normales después de 42 dias.

|
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\
Las muestras de la sangre de los ratones con

implantes de Baf3Wt315I tratados con Imatinib (10 mg/kg),
ANO19 (20 mg/kg), y AN024 (20 mngg) mostraron una reducciédn

' |
significativa en el conteo de hemocitoblastos en los ratones
|

tratados con AN024 y AN019. Los ratones tratados con una
dosificacién oral de Imatinib nol mostraron una reduccidn en

el conteo de los hemocitoblasto§ y fueron semejantes a los
|

controles no tratados y los ratones con implantes de
|

Baf3M351T. |
Los ratones con implantes de Baf3E255K también se

. \ .
comportaron de manera semejante a los ratones con implantes
\

de Baf3M351T y con Baf3T315I. |

Los ratones desnudos con implantes de células

mutantes de Baf3, Wt, E255K, T315I, y M351T se trataron con

\
Imatinib, AN019 y AN024 (oralmente e ip). Brevemente, 1los
\

ratones se trataron con Imatin}b (10 mg/kg), AN0O1S (20
mg/kg), 'y AN024 (20 mg/kg) por cebadura oral o por
inyecciones 1ip 15 dias post—implahte. La hinchazén abdominal
y la reduccién en la actividad %e verificaron diariamente,
las muestras de la sangre se toman por medio de la vena de la
cola o de la vena femoral cada 6/¢. dia y se tifieron con H&E
como por los protocolos esténda&es. 42 dias después del
implante, los ratones se sacrifi%aronV y se colectaron los

bazos. El agrandamiento esplénico se determindé y estuvo

correlacionado con el conteo de los hemocitoblastos de 1la

\
i

\
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Resultados |
Determinacidén microscépica del conteo de los hemocitoblastos
La sangre de la vena de |la cola o de la vena femoral
se toma cada 6/0. dia de los ratones con implantes de células
Baf3 hasta el dia 42. El dia 15/0. post-implante, los ratones
fueron provistos con tratamientos de Imatinib, ANO019 y ANO24
(oralmente e ip) como se describi6 previamente. Se observd
que en los ratones con implantgs de Baf3Wt, la reduccidn
progresiva en el conteo de los hgmocitoblastos fue observado

\
en todas las condiciones de tratamiento. Baf3M351T, T315I vy

\
E225K no respondieron bien a los tratamientos con Imatinib.

|
La administracién oral de Imatinib no tuvo un efecto

|
significativo en los ratones c?n implantes de Baf3M351T,
T315I y E225K. Los tratamientos iptraperitoneales totales con
AN0O24 y ANO1S fueron signifi?ativamente mejores en la
reduccién del conteo de lo§ hemocitoblastos en todos los

ratones con implantes de Baf3. i
El tratamiento «con ANO19 en los ratones con
implantes de Baf3Wt indujo una |regresién completa de 1los
hemocitoblastos leucémicos y fue éomparable con los controles
no tratados. Los tratamientos! intraperitoneales - fueron
superiores a los tratamientos drales. El tratamiento con

ANO19 en los ratones con implanées de Baf3 M351T, T315I vy

E225K mostrdé una reduccidn significativa en el conteo de los

|

\
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|

hemocitoblastos y fue comparable con los ratones tratados
post-implante el 12/o0. dia 2 ig en el dia 42; los ratones
tratados 1p mostraron una redresién mids grande de los
hemocitoblastos que los ratones tratados oralmente. EL
tratamiento con ANO24 en los raFones con implantes de Baf3
M351T, T315I y E225K mostrd una eruccién significativa en el
conteo de los hemocitoblastos y fue superior al tratamiento

|

con AN019 en el dia 42; los ratones tratados ip mostraron una
regresién mas grande de los hemgcitoblastos que los ratones
tratados oralmente. |

Ejemplo 4 - Respuesta de los ratones desnudos con implantes

de células leucémicas humanas luc/k562 normales con dosis

bajas de AN024, ANO19 e Imatinib (figuras 12 y 13)

A los ratones desnudos  (nu/nu) se les implantaron

| .
las células K562 (1 x 106) normales/luc por medio de la vena

\
de la cola. Cinco ratones se utilizaron por grupo y se

|

dividieron en 24 grupos + 2 de' control. Todos 1los grupos

. recibieron implantes de células K562 normales/luc. De los 24

grupos, 12 se wutilizaron para lps estudios con luciferasa
mientras que los otros 12 se utilﬁzaron para los estudios de

conteos de las muestras de la sangre.
l
Administracién oral de AN019, AN024 e Imatinib

o
Los farmacos se administraron por cebadura oral

(goma de acacia al 2 % y 2 % 'de SLS en una suspensidn

acuosa) .

0
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Resultados

La administracidn orall de ANO19 (1, 5, 10 y 20

mg/kg) en los ratones desnudos con implantes de células de la

leucemia humana K562 luc condujo a una regresidén de la
leucemia a concentraciones mas elevadas. La concentracidén de
AN019 a 1 mg/kg no indujo una reduccidén en la expresidn de la

luciferasa, mientras que 5 mg/kg provocaron la fijacién de

las células de leucemia a nivelels de expresidén constante, y

. | .y
las concentraciones de 10 y 20 mg/kg provocaron una reduccidn

\
en la expresién de luciferasa (figura 12). La administracidn

\

oral de Imatinib (1, 5, 10 vy l20 mg/kg) en los ratones

desnudos con implantes de célulﬂs de leucemia humanas K562
luc condujo a la regresidédn de laileucemia a concentraciones
méas elevadas. La administracidén de Imatinib a la
concentracién de 1 mg/kg no indujo wuna reduccidén en la
expresién de la luciferasa, mientras que 10 mg/kg y 20 mg/kg

no muestran un retardo de la expresién de luciferasa (figura

13). |

i
Los estudios muestran la superioridad de AN-019
i
sobre Imatinib en la regresidén leucémica, particularmente
\
después de 24 dias de tratamiento.
\

Ejemplo 5 - Determinacién de la eficacia del farmaco (D.) y

[}

la penetracién temporal del farmaco

Determinacién de la eficacia del férmaco (D)

La eficacia del farmaco |se determindé utilizando la
\
\
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\
ecuacidn, De= \
Y.vivos Yvivos | !
- T
i + 2vivos x 100
Yluc 2vivos | | ceinicial
C .
\
en donde: |
rvivos = numero total de ratones vivos por concentracién al

final del experimento por las veces del conteo de fotones,

Zluc = numero total de ratones vivos que muestran la

|

expresién de la Jluciferasa por la concentracién al final
|

del experimento y ¢ representa los animales no tratados de
control por las veces del conte% de los fotones VY Ze-inicial
representa el numero inicial de!los animales en el control
en el inicio de los experimentos por las veces del conteo
de fotones. ~ Los resultado§ fueron representados
graficamente como la eficacia de% fadrmaco porcentual (tabla
7).
Resultados

La tabla 7 muestra lg eficacia del férmaco a
varias concentraciones de Imathnib, ANO19 y AN024 como
se determindé a partir de los lestudios in vivo. De la
tabla 7 es evidente que ANO19S se comportdé de una manera
dependiente de la dosis, mientras que Imatinib y ANO024

|

no lo hicieron, y fueron efectivos a concentraciones

|

bajas.
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|
Tabla |7
Farmaco 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
D. Tmatinib | 10.00 32.00 13.33 §.00
De ANO19 25.82 78.201 83.40 85.20
D ANO24 | 30.00 85.00, 87.00 90.00
|
Determinacién de la penetracién témporal del farmaco (T,)
La penetracién temporai se calculdé aplicando 1la
siguiente ecuacidn, T, = i
50
7 )y \7
Py (&
(”Ja [P]b
\
en donde: |
P = a los conteos de fotones en gl dia “a”, el dia “ter”, o
el dia “b” en donde “a” es el dia cuando el tratamiento con
el farmaco se detuvo y “ter” es el dia cuando el experimento
fue terminado y “b” es el dia en &onde P es el minimo después
del dia a pero antes del dia “ter”}
n = numero de animales vivos cuandp se mide P.

El valor més grande indica una eficacia mé&s grande
del farmaco después de detener el tratamiento con el farmaco,
es decir la penetracidén del férmacb durante el transcurso del
tiempd.

i

\

0



Resultados
l
Para determinar la penetracidén temporal de ANO19,

|
AN024 e Imatinib, los ratones desnudos se les implantaron las

\
células K562luc. Se tomaron imédgenes de los animales a

t
5 intervalos de 6 dias post-trasplante. El tratamiento con el
\
farmaco (AN019 20 mg/kg, AN024 20 mg/kg e Imatinib 10 mg/kg)
| .
se inicié 15 dias pos-implante por las inyecciones ip

\
diariamente. El tratamiento con el farmaco se detuvo el dia
|

35 y se tomaron imdgenes de los animales todavia el dia 45, y

‘ 10 se calcularon como se describe en\ los métodos.

‘ Por la aplicacién de la ecuacidn para la penetracidn

. |
temporal, se determinaron los valores de T, como:

ANO19 = 2.0 |

ANO24 = 2.4 |

15 Imatinib = 0.8 |
Estos valores de T, indican que AN024 tuvo actividad
sobre los controles no tratados yiprosperaron mejor que ANO19
para la actividad durante el transcurso del tiempo después
'» del retiro del tratamiento con el !fdrmaco.

. 20 Ejemplo 6 - Efecto de Dasatinib sobre los ratones desnudos

con implantes de Baf3 cuando se compara con AN024, ANO19 e

Imatinib (figuras 14A, 14B y 14C)

El ejemplo 3 demuestra la eficacia de ANO24 y ANOQ19
en el tratamiento de la leucemia cuando se compara con

25 1Imatinib utilizando las lineas deé células mutantes de Baf3
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i
(Wt, T315I, M351T y E255K). Aquﬂ, se ha utilizado Dasatinib

. \ .
como un farmaco de control para determinar la respuesta de

\
las células mutantes de Baf3 al tratamiento cuando se compara

\

con AN019, AN024 e Imatinib.

Método |
La distribucién experimental se da en forma tubular

como sigue:

Tratamiento ¥, limea | We | T3151 | M35IT | E255K

\
celular implantada\—>

Controles (hecho |

previamente) \
Dasatinib (10 oral| 5 5 5 5
mg/kqg) &p 5 5 5 5
@
Los ratones desnudo's recibieron implantes

intraperitonealmente de células mhtantes de Baf3 (Wt, T315I,

\
M351T, o E255K). 15 dias después del implante, los ratones se

\
trataron ya sea oralmente o intra?eritonealmente con 10 mg/kg

de Dasatinib durante 27 dias. La, sangre fue extraida de la
vena femoral o de la vena de la cola cada 6/o. dia y se

determiné el conteo de los hemocitoblastos y se representd

graficamente. :

Resultados |

' |
Por el dia 6/o, las muestras de sangre de los

|
ratones desnudos con implantes d? células mutantes de Baf3

JO)
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(wt, T3151, M351T o E255K)  mostraron un conteo de
\

hemocitoblastos normal, el contef de los hemocitoblastos se
incrementé progresivamente como  se observa el dia 12. El
tratamiento con Dasatinib se emp?zé el dia 15 post-implante.
Los tratamientos con DasatinibL no progresaron mejor due

Imatinib. El1 dia 42, 1la termiqacién del experimento, los

ratones con implantes de célulaﬂ Wt mostraron una respuesta

significativa a Dasatinib, indic%ndo que los tratamientos ip
fueron superiores a los orales. %os ratones con implantes de
células T315I y M351T se comportaron semejantes a los
controles sin una reduccidn signi?icativa en el conteo de los
hemocitoblastos. Los ratones |con implantes de E255K
pfogresaron solamente un poco mejor que las células
implantadas con T315I en resguesta al tratamiento con
Dasatinib. El tratamiento total con Dasatinib solamente
provocé un retardo en el progreso leucémico sin un efecto
curativo significativo. El conteo| de los hemocitoblastos fue
significativo inferior en el grupo tratado con ANO1l9. Estos
resultados son ilustrados en las fiiguras 14A, 14B y 14C.

Ejemplo 7 - Estudios in vitro sobre las lineas celulares del

glioma y del cancer de mama (figuras 15-18)

Materiales y Métodos \

Para determinar el efecto de ANO019, ANO24 vy
temozolQmida con o sin radiacién slobre las células del céncer
de mama y de glioma, las células se trataron a las dosis

\

\
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especificadas y se determind la\invasién, la angiogénesis vy
los cambios en ciertas moléculas de sefializacidn.
Ensayo de invasién de matrigel

La invasividad in vitro de las células del glioma

|
4910, 5310 y U87 y las células d?l cancer de mama MDAMB231 vy

ZR71 en la presencia de las conc?ntraciones especificadas de

los compuestos se evaluaron utilizando un ensayo de la camara

de Boyden modificada. Las células se trataron con estos
B \ .

compuestos durante 48 h. Se suspenden 1 x 10° células en 600

\
pl del medio libre del suero suplementado con 0.2 % de BSA y

|

se colocan en el compartimiento superior de las camaras de

transcavidad (Corning Costar Fischer Scientific Cat #07-200-

\
158, Pittsburgh, PA) recubiertas con matrigel (0.7 mg/ml). El

\
compartimiento inferior de la cémara se llena con 200 pl del

|

. . iy Lo - : -
Después de la incubacién, las células se fijan y se tifien con

medio del suero y las células se' dejan migrar.durante 24 h.

Hema-3 y se cuantifican comoi se describié previamente
(Mohanam et al., 1993). Se forman imagenes microscédpicas de
las células que migraron para determinar la reduccién en la
invasividad inducida por los compuestos de esta invencién.
Ensayo angiogénico |

La angiogénesis in vitrol de las células del glioma
4910, 5310 y U87 y las células del cancer de mama MDAMBZ31l vy

ZR71 en la presencia de las concentraciones especificadas de

los compuestos se determinaron como sigue, las células (2 X
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104/cavidad) se sembraron en pottaobjetos con camaras de 8
cavidades y se tratan con varfias concentraciones de los
compuestos de prueba. Después de|un periodo de incubacidn de
24 h, el medio acondicionado fuel removido y se agregd a una
célula endotelial dérmica humana en una cantidad de 4x104
(monocapa en portaobjetos con camaras de 8 cavidades) y las
células endoteliales dérmicas humanas se dejo gque crezcan
durante 72 h. .LAs células fueron fijadas entonces en
formaldehido al 3.7 % 'y se| tifieron con H&E 'y se
fotografiaron. |
Ahélisis de Western Blot |

El anélisis de Western| Blot de las células del
glioma 4910, 5310 y U87 y las células del céancer de mama
MDAMB231 y ZR71 en 1la presencia de las concentraciones
especificadas de los compuestos fueron evaluados por
protocolos esténdares. Las células se trataron con ANO1lS9,
AN024 o temozolomida a las concentraciones especificadas. 24
horas después del tratamiento, se| colectan las células y los
lisados celulares se extraen. Cantidades iguales de las
proteinas se fraccionaron por | SDS-PAGE. Las proteinas
fraccionadas se transfirieron a las membranas de nailon y se
sondearon inmunoldgicamente para yerificar AKT, ERK y Pi3k.
Los aislados de las proteinas de| las células del cancer de
mama fueron sondeadas inmunolégiclamente de manera adicional

para verificar EGFR, ErbBl, ErbB2 y ErbB3.

\
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Resultados

Ensayo de invasidén del matrigel

La invasividad in vitro de las células del glioma 4910,
5310 y U87y las células del céancer |de mama MDAMB231 y ZR71 en la
presencia de las concentraciones especificadas de los compuestos

se evaluaron utilizando un ensayo de la cémara de Boyden

modificada. Las células se tratan'con estos compuestos durante

48 h. La tabla 2 muestra los resuﬁtados de los estudios en un

ensayo de invasién del matrigel 'in vivo de las células del

glioma 4910, 5310 y U87 y las icélulas del céncer de mama
presenéia de
especificadas de los compuestos, COL y sin radiacidn.
inv%sividad de
celulares se proporciona en la tabla 8.

|
AN019
|

MDAMB231 y ZR71 en 1la las concentraciones

El cambio en 1la

varias 1lineas

A partir del ensayo

de invasidn, es evidente que y AN024 fueron mas

efectivos en la inhibicidén de laiinvasién en una mayoria de

las células, tanto con como sin r%diacién.

Tabla 3
Linea Farmaco -Radiacién|| +Radiacidn + Carga en la
celular S invasién!| $ invasién | invasién después
| de la radiacién
ZR71 Temozolomida 70 % % 65 % -5%
AN024 48 % { 45 % -3 %
ANO19 33 % | 19 % -14 %
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i
Tabla 8 (Cont.)
|

Linea Farmaco -Radiacién | +Radiacién + Carga en la
celular % invasién | % invasién | invasidn después
| de la radiacidén
MDA-MB-231 | Temozolomida 62 % ‘ 49 3 -13 %
AN024 43 % 7% T4 %
ANO19 45 % 15 % -30 %
4910 Temozolomida 95 % 73 % -22 %
ANO24 56 % 39 % ~-17 %
ANO19 42 % 15 % -27 %
5310 Temozolomida 50 % 63 % +13 %
ANO024 27 % 32 % +5 %
ANO019 5% 6% +1 %
u87 Temozolcmida 90 % 93 % +3 %
AN024 53 % 29 % -24 %
ANO019 18 % | 18 & 0%

Las figuras 15 y 16 ilustran los resultados del
ensayo de la invasién de matrigel| in vivo de las células del
glioma 4910, 5310 y U87 y las células del cancer de mama
MDAMB231 y ZR71 en la presencia de las concentraciones
especificadas de BAN019, con y sin |radiacion.

Ensayo angiogénico |
De los experimentos del| ensayo de angiogénesis se

observo que AN019 fue el mas efectivo en la inhibicién de 1la
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angiogénesis.

El tratamiento con temozolidd provocé la inhibicién
completa de la angiogénesis en las células 2ZR-71, mientras
que en las células MDA-MB-231 solo se observé una inhibicién
ligera en la condicién del control con un inéremento en la

inhibicién después de la radiaﬁién. Las células 4910 del

xenoinjerto del glioma mostraron una inhibicién significativa
\
de la angiogénesis tanto con como sin radiacién. En el caso

de las <células 5310 1la inhib&cién de angiogénesis fue
observada en las condiciones dé control, mientras que la
angiogénesis fue promovida después del tratamiento con
radiacién. Las células del| glioma ug7 mostraron

configuraciones de inhibicidn seTejantes tanto con como sin

la radiacién.
|

El tratamiento con AN024 provoca la inhibicién
completa de la angiogénesis en las células ZR-71, mientras
que en las células MDA-MB-231 solémente una inhibicién ligera
fue observada en los tratamientos de control y de la
radiacién. Las c¢élulas 4910 d?l xenoinjerto del glioma
mostraron una inhibicién sigﬁificativa de la angiogénesis

|

tanto con como sin radiacién. En el caso de las células 5310

|

la inhibicién de la angiogénesis fue observada en las
|

condiciones de control, mientras gque la angiogénesis fue

o ses N . | . s

inhibida adicionalmente después del tratamiento de radiaciodn.

Las células del glioma U87 mostraron un retardo significativo

115



e

L

10

15

20

25

43

en la angiogénesis con un increménto en la inhibicidén después
de la radiacién. |

El tratamiento con AN019 provocé la inhibicién
completa de la angiogénesis en las células ZR-71, mientras
que en las células MDA-MB-231 | se observa una inhibicidn
ligera en los tratamientos tanto de <control como de
radiacién. Las células 4910 del xenoinjerto del glioma
mostraron una inhibicién de la qngiogénesis semejante a las
células MDA-MB-231 <con un iﬁ?remento en la inhibicién
angiogénica después de la radifcién.' En el caso de las
células 5310, la inhibicidén de lé angiogénesis fue mayor en

|

las condiciones de control que después del tratamiento con
|

radiacién. Las células del glioma U87 mostraron un retardo

|

significativo semejante en la angiogénesis tanto con como sin

|

radiacién.

La figura 17 ilustra lgs resultados obtenidos del
ensayo angiqgénico in vitro de lgs células del glioma 4910,
5310 y U87 y las células del céncEr de mama MDA-MB-231 y ZR-
71 en la presencia de las conceﬁfraciones espécificadas de
AN-019, con y sin radiacién. o]
Analisis de Western Blot |

El andlisis de Western| Blot de las células del
glioma 4910, 5310 y U87 y las células del céancer de mama

MDAMB231 y ZR71 en la presenc%a de las concentraciones

especificadas de los compuestos qe esta invencidén revelaron

|
|
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que las células U87 no mostraro& un cambio significativo en
los niveles de AKT o de PI3k tapto con como sin radiaéién,
mientras que una reduccidn ligerg en los niveles de ERk fue
observado en las células tratadés con AN024 y la reduccidn
fue mejorada después de la radiacién. Las células 4910 se
comportaron de manera semejante a las células U87 con una
reduccién en los niveles de AKT después del tratamiento con
ANO24 vy la reduccidén en 1los niveles de AKT fue mejorada
después de la radiacién. En el‘ caso de las células 5310,
ninguna diferencia observable significativa fue observada en
la expresién de ERK mientras qde el tratamiento con ANO19
provocd una reduccidén en los nive%es de expresidén de AKT. Los
niveles de PI3k fueron casi indetectables en las células
tratadas con AN019 sin radiacié& pero reaparecieron después
del tratamiento con radiacién. Eniel caso de las células MDA-
MB-231 del céancer de mama, no se observé ninglin cambio
significativo en AKT, ERK o PIBk) mientras que en el caso de
ZR71, el tratamiento con ANOQO19 pﬁovocé una reduccidén en los
niveles de AKT, que se mejoraron\después de la radiacién. El
tratamiento con AN024 no mostrd hingﬁn cambio significativo
bajo las condiciones irradiadas,imientras que después de la
radiacién las céiulas tratadasi con ANO024 mostraron una
reduccién en la expresién de AKT. Los niveles de PI3k

estuvieron ausentes en los trataﬁientos con ANO019 tanto con

como sin radicacidén. E1 tratami§nto con AN024 provocd una
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|
reduccidén en los niveles de PI3k pespués de la radiacidén. Los
niveles de pAKT no cambiaron significativamente en ninguno de
los tratamientos con o© sin radiacién, mientras que los
niveles de pERK se redujeron de manera significativa
especialmente en la célula tratada con ANO19 tanto con como
sin radiacién, AN024 también mostré reduccién en los niveles
de pERK pero a un grado menor que‘ANOl9. Los tratamientos con
temozolomida tanto con como sin rédiacién no mostraron ningun
cambio significativo en pAKT de lés niveles de pERK.
La figura 18 ilustra lo; resultados del andlisis de
Western Blot de las células del giioma 4910, 5310 y U87 y las
células del cancer de mama MDAMBZ%l y ZR71 en la presencia de
las concentraciones especificad%s de AN-024, con vy sin
radiacién.

\
Ejemplo 8 - Estudio de supervivencia leucémica (figuras 19-
|

21)

Las células que expresan la luciferasa K562 fueron
implantadas intraperitonealmente en los ratones desnudos; los
ratones fueron explorados utilizando la estacidén formadora de
imdgenes Xenogeny IVIS, después |de las inyecciones 1ip de
luciferina se determinan los implantes. El tratamiento con el
farmaco se empezd como en los estudios previos el dia 15
después del implante. Los animales todavia fueron provistbs

del tratamiento el dia 42, después de lo cual se detuvo el

. . \ C . . .
tratamiento con el farmaco y se determind la supervivencia de
\

\
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los animales, de acuerdo con las reglas para el cuidado de

los animales. Se observé que los animales de control

|

desarrollaron leucemia y la mortalidad ha ocurrido en los

dias 34 y 35, por las regulacioﬁes gue fueron contempladas

para sacrificar a los 8 animaleF restantes el dia 35. E1

tratamientc con el farmaco fue retirado el dia 42 post-

|

implante y se determiné la supervivencia de los animales.
Los animales tratados com AN024 mostraron mortalidad

el dia 38, los animales muertos durante una inspeccidn

|

adicional no revelaron un agrandamiento esplénico y la causa
. . | .

de la muerte se determindé que va a ser diferente de la

leucemia, las muestras de sangre jno pudieron ser tomadas del

animal muerto. De los 10 animales utilizados 8 animales no

|

mostraron signos de leucemia el dia 55.

Los animales tratados coﬁ AN019 no mostraron ninguna
mortalidad y 7 de los 10 animales mostraron una ausencia

completa de los sintomas leucémicos.

|

Los animales tratados con Imatinib mostraron

recurrencias de los sintomas leucémicos después del retiro
del tratamiento y mostraron morta%idad los dias 55, 56, 57 y

58. Los animales sobrevivientes no mostrarcn la presencia de

|

sintomas leucémicos.

La figura 19 ilustra la cantidad de la expresién de
luciferasa de K562luc obtenida d? los ratones con implantes

después del tratamientoc con AN024, ANO19 o Imatinib.
|
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La figura 20 ilustra elinﬁmero de animales curados
después del tratamiento con AN024 o ANO19 el dia 58. El
tratamiento con el farmaco se deéuvo el dia 42, los animales
continuaron mostrando un efedto curativo después del
tratamiento con AN024 vy ANOl% después del retiro del
tratamiento del farmaco.

La figura 21 ilustra el LOﬁteo de hemocitoblastos de
las muestras de la sangre tomadas de los animales el dia
indicado. El tratamiento con el farmaco fue retirado el dia
42. AN024 y BNO19 mostraron eficacia después del retiro del
tratamiento con el farmaco. Imati%ib se encontrd que va a ser
ineficaz. |
Ejemplo 8A - Estudios sobre EDsq, LDso, MID e indice terapéutico

|

La siguiente tabla resume los datos de EDsg, LDso,

MTD (dosis tolerada méxima) citada inicialmente y el indice
terapéutico de los compuestos d? la presente invencién en
comparacién con Imatinib. Los métodos empleados como por J.

|
Pharmacol. Exp. Ther., (1949), 96: 96-113.

|

Substancia LDsg (po) EDsy (po) MTD indice
experimental Ratén Ratdn i Ratdn terapéutico* -
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) LDso/EDsg
Mesilato de 949 12| 250 T 78.9
Imatinib | ‘
AN-019 1133 11.5 500 98.5
AN-024 1440 10 | 500 144
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Ejemplo 9 - Estudio de radiacidén del glioma (figuras 22 y 23)
. \

* Ratones leucémicos (K562)

Los ratones desnud?s recibieron implantes
intracranealmente de células del xenoinjerto del glioma
humano 4910 (células 1x10°%) . Diez dias después del implante

los ratones fueron tratados con %N019, ANO24 o temozolomida
\

con o sin radiacién (5 Gi/semana). El experimento se termind
i

el dia 40 post-implante. |

De los resultados se observd que 100 % de los
animales de control desarrollaron|tumores intracraneales y la
radiacién tuvo solo un efecto pequefio sobre la reduccién del

\
tamafio del tumor. Los animales que se trataron solo con TMZ

\

mostraron reduccién los tumores intracraneales con 3 de 10
\

animales que muestran la ausenciaicompleta de los tumores. El
tratamiento con radiacién combinado con la administracidn de
TMZ provocd una regresidn adicional en el tamano del tumor

. | ‘ v g
con los animales que muestran menos sintomas de presidn

, \
intracraneal (espalda arqueada), en este caso 2 de los 10

\
animales no mostraron tumor intracFaneal observable.

Los animales tratados jcon AN024 sin radiacidn
mostraron la presencia de tumores intracraneales pero los
tumores estuvieron bien definidds y no mostraron bordes
difusos como se observa en ios controles o en los

l

tratamientos con 1TMZ, 3 de los 10 animales fueron curados.
' l

Después del tratamiento con rad%acién, 7 de 10 animales
l

i
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|

fueron curados, los.animales que mostraron la presencia de
tumores mostraron tumores ccnsiderablesg quirdrgicamente, bien
definidos.
Los animales tratados con AN019 solo mostraron
tumores semejantes a los animal%s tratados con ANO024 y en
este caso con y sin radiacién, 6 de 10 animales fueron
‘
curados. Se observa que después d% la radiacidén el tamaifio del
tumor se redujo significativamente.
La figura 22 ilustra los resultados obtenidos del
andlisis semicuantitativo de los tumores intracraneales y los

|

ratones desnudos después del tratamiento con TMZ, ANO24 o

ANO19 con o sin radiacién (5Gly).‘

La figura 23 muestra representaciones gréaficas de

los ratones desnudos que muestran la ausencia de tumores
intracraneales después del tratamiento con el farmaco AN-019,
AN-024 y sin tratamientos de radigcién.

Los otros aspectos si?téticos de preparacidén vy
otros, de los compuestgs de la éresente inﬁencién, han sido

ilustrados en los siguientes ejemﬁlos.

Ejemplo 10 - Preparacién de la Forma I

La (3,5—bis—trifluoéometil)—N—[4—metil—3—(4—
piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida de
la férmula I, fue preparada como por el proceso de la
etapa IV del ejemplo 3 i en W02006/027795 (US

2007/0232633) como sigue:

s
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|
Preparacién de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-metil-3-(4-

piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)rfenil]-benzamida (I)

Etapa (I): Preparacién de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-(4-
metil-3-nitrofenil)-)-benzamida |

En el primer caso, el ﬁloruro de 3,5-bis-trifluoro
metil benzoilo que se utilizd coms una de las materias primas
fue preparado como sigue. &

El cloruro de tionilo (576.0 g, 4.8 mmol) se agrega
durante un periodo de 15 ndnutoL a una solucién del a&cido
3,5-bis trifluoro metil benzoicoi(Lancaster) (250.0 g, 0.97
mol) en cloroformo (2.5 1) a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccidén se calienta a la températura de reflujo durante 1
hora. El exceso de cloruro de tionilo se remueve por co-
destilacién con cloroformo bajo presidn reducida. Después del
fin de la destilacién, el clorurq de 3,5-bis trifluoro metil
benzoilo resultante se enfria gradualmente a temperatura
ambiente y se disuelve en 400 ml ée cloroformo. Se enfria una
solucidén de 4—metil—3—nitroanilifa (92.0 g, 0.60 mol) en
cloroformo (1.2 1) a =5 °C‘y luego se agrega trietil amina
(304.8 g, 3.0 mol). Se agrega por[goteo el cloruro de 3,5-bis
trifluoro metilo benzoilo en cloroformo por goteo a -5 °C
durante un periodo de 60-75 min.!La suspensién resultante se
agita durante 1 hora a -5°C. La‘suspensién se destila a un

volumen residual de 800 ml y se filtra, se 1lava con

cloroformo enfriado (200 ml) vy ée seca in vacuo para dar
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160.0 g de la (3,5—bis—trifluorometil)—N—(4—metil—3—
nitrofenil)-)-benzamida novedosa (68 %) como cristales de

color crema (98.2 % de pureza por| HPLC) MR-123-130 °C.
Etapa (II): Preparacién de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-(3-
amino-4-metilfenil)-)-benzamida

Una suspensién de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-{4-

|

metil—3—nitrofenil)—benzamida novedosa (160 g, 0.41 moles) y
cloruro estafioso (460.8 g, 2.0 moles) en etanol absoluto (850
ml) se calienta a reflujo durante 40 minutos. La suspensidn
resultante se enfria entonces a temperatura ambiente y se
apaga en 5 1 de agua enfriada con hielo. El1l pH de la mezcla
de reaccién se ajusta a 8.0 con 4.3 1 de la solucidén de
hidréxido de sodio al 5 % y se eTtrae con 2 x 2 1 de acetato
de etilo. La capa de acetato de etilo se lava sucesivamente
con agua y salmuera y se seca sobre sulfato de sodio. El
acetato de etilo se destila completamente y se agregan 500 ml

de hexano al residuo y se filtrg. La torta filtrada se seca

al alto vacio a 60 °C para dar 96.0 g de la (3,5-bis-

trifluorometil)-N-(3-amino-4-metilfenil)~-)-benzamida novedosa
(65 %) como cristales amarillos.| (98.5 % de pureza por HPLC)

MR-153-156 °C.
Etapa (III): Preparacién de la (3,5-bis-trifluorometil) -N-(3-
guanidino—4—metilfenil)—benzamida:

|

Una suspensién de la (3,5—bis—trifluorometil)—N—(3—

amino-4-metilfenil)-benzamida (90 g, 0.20 mol) en n-butanol
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|

(500 ml) se trata consecutivamente con Acido nitrico
concentrado hasta que el pH alcanza 2.5 (15.9 g) y con una
solucién de cianamida (15.7 g, 0.37 mol) en agua (15 ml)
durante un periodo de 30 minutos. La mezcla de reaccién
resultante se agita a la temperatura de reflujo durante 6
horas. La mezcla de reaccidén lue%o se retira por destilaciédn
completamente bajo vacio y el residuo se deja que se enfrie
gradualmente hasta la temperatura. ambiente. Una mezcla de 180
ml de metanol y 180 ml de IPE se égrega a la masa de reaccién
y se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. El producto
se retira por filtracidn con suclién, se lava con una mezcla
de metanol e IPE (3 x 50 ml) vy s? seca in vacuo a 60 °C para
dar 72 g de la sal de nitrato de ia (3,5-bis-trifluorometil) -
N—(3—guanidino—4—metilfenil)—benzamida'novedosa de la férmula
con un rendimiento del 62 % del tedrico (99.2 % de pureza por
HPLC), MR-285-287 °C.

Etapa (IV): Preparacién de la (3&5—bis—trifluorometil)—N—[4—

metil—3—(4—piridin-3—il—pirimidin—Z—ilamino)fenil]—benzamida
|

|

(I):

Una suspension del pitraro de la (3,5-bis-
trifluorometil)—N—(3—guanidino—4—£etilfenil)—benzamida (70 g,
0.15 mol), en n-butanol (470 ml) bajo una atmésfera de
nitrégeno se trata sucesivamente Lon hojuelas de hidréxido de
sodio (7.0 g, 0.18 mol) vy deimetilamino—l—piridin—3—il—

propenona (28.0 g, 0.16 mol). ﬂa suspensién resultante se
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calienta a la temperatura de reflujo durante 2 horas. La
|

‘mezcla de reaccién llega a ser una solucién anaranjada
intensa, homogénea y se remueve la dimetilamina por la
destilacidén de n-butancl. La mésa de reacciéﬁ se enfria
gradualmente a TA y se agrega una mezcla de agua y cloroformo
(300 ml1 + 300 ml) y la capa de cloroformo se separa. La capa
de cloroformo se lava con agua y se destila hasta un volumen
residual de 70 ml. Se agrega acetato de etilo (350 ml) a la
masa de la reaccién y se retira por filtracidén con succién,

el sb6lido aisladc se lava con acétato de etilo (2 x 50 nm) vy

agua (2 x 50 ml) y se seca in vacbo a 60 °C.

Rendimiento: 48.0 g de aa (3,5—bis—frifluorometil)—
N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)fenil]-
benzamida de la férmula I.

El compuesto de la férmula I obtenido por el proceso
de la etapa IV se suspende en 480 ml de cloroformo y se
calienta a 50-55 ©°C. La masa de la reaccién se enfria a
temperatura ambiente y luego selenfria adicionalmente a -5
- 0 °C. El producto se filtra y|se lava con cloroformo (250
ml). La torta humeda se seca dﬁrante 6 horas a 60 °C. EI1
rendimiento fue de 40 gramos. Intervalo de la fusidén -230 -
237 °C (DSC).

La figura 1 que acompafia esta especificacién muestra

la configuracién de difraccién del polvo de rayos X (XRPD)

gue muestra substancialmente una forma tipicamente pura de la
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forma I preparada como por el| proceso descrito en este
ejemplo. Los valores de 20 y las intensidades son tabuladas
en la tabla 1.

La figura 4 muestra el termograma de DSC de la
modificacién cristalina de 1la |forma I preparada por el
proceso descrito en este ejemplo (corrida desde 40.0 - 325 °C
10.00 °C/min; N; 80 ml/min).

La figura 7 muestra los icristales de la modificacidn

cristalina de la forma I del compuesto de la férmula (I).

Ejemplo 11 - Preparacidén de la Forma II

La (3,5—bis—trifluoromeéil)—N-[4—metil—3—(4—piridin—
3-il—pirimidin—2il—amino)—fenil]—fenzamida de la férmula I,
se prepara como por el proceso del ejemplo 4 en W02006/027795
(US 2007/0232633) como sigue. |
Procesos alternativos para la preparacién de (3,5-bis-
trifluorometil) -N-[4-metil-3- (4-piridin-3-il-pirimidin-2-
ilamino) -fenil] ~-benzamida

En el primer caso, el cloruro de 3,5-bis trifluoro
metil benzoilo que fue utilizado como uno de los materiales
de partida, se prepard como sigue:

Se agrega cloruro de tionilo (2.04 kg, 17.2 mmol)

durante un periodo de 15 minutos a una solucidén del acido

3,5-bis trifluoro metil benzoico (855.0 g, 3.3 mol) y D.M.F.
(9 ml) en cloroformo (9 1) a temperatura ambiente. La mezcla

de la reaccién se calienta a la temperatura de reflujo
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durante 1 hora. El1 cloruro de tiopilo en exceso se remueve
por co-destilacién con cloroformo Eajo presidén reducida a 40
°C. Después del final de la destilacién, el cloruro de 3,5-
bis trifluoro metil benzoilo se enfria gradualmente hasta la
temperatura ambiente y se disuelve en 700 ml de cloroformo.

Una solucién de la Nr(5-amino-2-metilfenil)-(3-
piridil)-2-pirimidina (0.73 kg, 2.64 mol) en cloroformo (9 1)
se enfria a -5 °C y se agrega trietilamina (1.03 kg, 10.2
mmol). Se agrega por goteo el cloruro de 3,5-bis trifluoro
metil benzoilo en cloroformo a -5 °C durante un periodo de
60-75 minutos. La suspensién resultante se agita durante 1
hora a -5 °C. La suspensién se filtra, se lava con D.M., agua
y metanol al vacio para dar 1.3 kg del compuesto del titulo
sin refinar, humedo, el cual durante la recristalizacidén a
partir del metanol produjo 0.82 kg (60 %) de la (3,5-bis-
trifluorometil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il-pirimidin-2-
ilamino)-fenil]-benzamida (I).

El compuesto de la férmula I obtenido por el proceso
anterior se suspende en 5 1 de metanol y se calienta a la
temperatura de reflujo. La masa deé la reaccién se mantiene a
la misma temperatura durante fO—4O minutos, se enfria
lentamente a 40-45 °C y se mantiene a esta temperatura
durante 60 minutos. El producto se filtra y se lava con 0.5 1
de metanol a 40-45 °C. La torta humeda se seca durante 6

horas a 60 °C. Rendimiento: 650 gramos.
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La figura 2 que acompafia a esta especificacidn
muestra la configuracién de difrﬁccién de rayos X (XRPD) que
muestra substancialmente una forma tipicamente pura de la

_ \
forma II preparada como por el proceso descrito en este

ejemplo 20. Los valores 20 y lag intensidades son tabulados
en la tabla 2. - ‘

La figura 5 muestra el termograma de DSC de 1la
modificacién cristalina de la Lforma IT preparada por el
proceso descrito en este ejempl? (corrida desde 30.0-350 °C
10.00 °C/minuto; N, 80 1/min).

La figura 8 muestra los\cristales de la modificacién

cristalina de la forma II del combuesto de la férmula (I).

Ejemplo 12 - Preparacién de la forma III

La (3,5-bis~trifluoromeqil)—N—[4—metii—3—(4—piridin—
3—il—pirimidin—2—ilamino)—fenil]—Fenzamida de la férmula I,
se prepara como por el proceso del ejemplo 4 en W02006/027795
como se menciona en el ejemplo lllanterior.

El compuesto de la férmu&a I obtenido por el proceso
anterior se suspende en una mezcla de 2.5 1 de dimetil
formamida y 4.1 1 de acetona y sg calienta a 50 °C. La masa
de la reaccién se mantiene a la misma temperatura durante 30-

|

40 minutos, luego se enfria lentamente a 25-30 °C y se
|

mantiene a la misma temperatura durante 60 minutos. La
\ :

suspensién del producto se enfria adicionalmente a -5 °C y se

filtra y se lava con 0.8 1 de acetona. La torta humeda se
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suspende en 0.4 1 de acetona y\se calienta a la temperatura
de reflujo. La suspensiép enfrilada se filtra y se lava con
0.4 1 de acetona. La torta himeda se seca durante 6 horas a
60 °C. Rendimiento: 500 gramos.

La figura 3 que acompafia a esta especificacidn
muestra la configuracién de difraccidn de rayos X (XRPD) que
ilustra substancialmente una muﬁstra tipicamente pura de la
forma III preparada como para Fl proceso descrito en este
ejemplo 20. Los valores 20 y las intensidades son tabulados

|
en la tabla 3.

\
La figura 6 muestra el termograma de DSC de la

l
modificacidén cristalina de la forma III preparada por el

l
proceso descrito en este ejemplo (corrida desde 40.0 - 325 °C

10.00 °C/minuto; N; 80 1/min).
La figura 9 muestra los lcristales de la modificacién

cristalina de la forma III del compuesto de la férmula (I).

Ejemplo 13 - Preparacién de la forma III

La (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-
3—il—pirimidin—2—ilamino)—fenil]—penzamida de la férmula I se

prepara como por el proceso del ejemplo 4 en W02006/027795

|

como se menciona en el ejemplo 11 anterior.
i

El compuesto de la férmula I obtenido por el proceso
l
anterior se suspende en una mezcla de 2.5 1 de dimetil

\
formamida y 4.1 1 de acetona y se calienta a 50 °C. La masa

. . L
de la reaccién se mantiene a la misma temperatura durante 30-

\
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l

40 minutos, luego se enfria lentamente a 25-30 °C y se

mantiene a la misma temperatura durante 12 horas. La

suspensién del producto se enfria adicionalmente a -5 °C y se
|

filtra y se lava con 0.8 1 de hexano. La torta humeda se seca

durante 6 horas a 60 °C. Rendimiento: 400 gramos; DSC: 248.2

(pico). |

|

Ejemplo 14 - Preparacién de la forma ITI

La (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-metil-3~(4-piridin-

3—il—pirimidin—2—ilamino)—fenil]—ﬁenzamida de la férmula I se
|
prepara como por el proceso del ejemplo 4 en W02006/027795

como se menciona en el ejemplo 11 lanterior.

El compuesto de la formula I obtenido por el proceso
|
anterior se suspende en una megcla de 2.5 1 de dimetil

formamida y 4.1 1 de tolueno y se calienta a 50 °C. La mezcla
{

de la reaccién se mantiene a la misma temperatura durante 30-

|

40 minutos, luego se enfria lentamente a 25-30 °C y se
|

mantiene a la misma temperatura durante 12 horas. La

suspensién del producto se enfria adicionalmente a -5 °C y se

|

filtra y se lava con 0.8 1 de tolueno. La torta humeda se
i

seca durante 6 horas a 60 °C. Rendimiento: 450 gramos; DSC:
246.7 (pico). *
Ejemplo 15 - Preparacié& de la forma III
La (3,S—bis—trifluorometi;)—N—[4—metil—3—(4—piridin—
3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida de la férmula I se
prepara como por el proceso del éjemplo 4 en WO02006/027795

|
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como se menciona en el ejemplo 11, anterior.

El compuesto de la férmula I obtenido por el proceso
anterior se suspende en una mezcla de 2.5 1 de &cido acético
y se calienta a 50 °C. La masa de reaccién se mantiene a la
misma temperatura durante 30-40 minutos, se enfria lentamente
a 25-30 °C y se mantiene a la misma temperatura durante 96
horas. El producto se filtra y se lava con 0.4 1 de &cido
acético enfriado. La torta hﬁmedé se seca durante 6 horas a

60 °C. Rendimiento: 650 gramos; DéC: 246.3 (pico).
Ejemplo 16 - Preparacign de la forma III

La forma I preparada p;r el ejemplo 10 (40 g) se

suspende en uné mezcla de 120 mlide dimetil formamida y 200

ml de acetona y se calienta a 50 °C. La masa de la reaccidn
|

se mantiene a la misma temperaturF durante 30-40 minutos, se
enfria lentamente a 25-30 °C y se mantiene a la misma
temperatura durante 60 minutos. La suspensién se enfria a -5
°Cc, se filtra y se lava con 40 ml de acetona. La torta himeda
se suspende en 200 ml de acetona y se calienta a la
temperatura de reflujo y se mantiene durante 60 minutos a la
temperatura de reflujo. La suspensién se enfria a 25 °C, se
filtra y se lava con 40 ml de acetona. La torta humeda se
enfria durante 6 horas a 60 °C. Rendimiento: 2.5 gramos; DSC:
247.0 °C (pico).

Ejemplo 17 - Preparaciéﬁ de la forma III

\
La forma II preparada por el ejemplo 11 (650 g) se

\



°n

15

20

25

60

|

|
suspende en una mezcla de 1.95 1 de dimetil formamida y 3.25
|

1 de acetona y se calienta a 50 °C. La masa de la reaccidén se
mantiene a la misma temperatura' durante 30-40 minutos. La

(s z ' \

masa de la reaccién se enfria lentamente a 25-30 °C y se
- |

mantiene a la misma temperatuﬁa durante 60 minutos. EL

producto se filtra y se lava con: 0.7 1 de acetona. La torta

humeda se suspende en 3.5 1 de acetona y se calienta a la
|

temperatura de reflujo. La suspensién se enfria a 25 °C, se
l

filtra y se lava con 0.7 1 de acetona. La torta humeda se

seca durante 6 horas a 60 °C. Rendimiento: 395 gramos; DSC:

246.5 °C (pico).

|

Cuando se utilice aqui, el término “aproximadamente”
se refiere a la variacién en una cantidad o intervalo que es

|
convencional para el campo de la quimica orgénica, por
|

ejemplo, la variacién tipica que ocurre en temperaturas o
tiempos como se miden en situaciones del mundo real en el

3 z . z \l . L
laboratorio de quimica organica, la instalacidn de
|

escalamiento hacia arriba, o la ipstalacién de produccién, o
en la evaluacién de agentes anti-proliferativos. Cualquier
. . . . | . o .

intervalo o <cantidad utilizada en la descripcién de la

b
presente invencién que estd modificada por el término
|

“aproximadamente” también es una parte de la invencién si no
estd modificada por el término aproximadamente. Por ejemplo,

|
la descripcién de “aproximadamente 10 hasta aproximadamente
i

20” también incluye la descripcién de “10 a 20”.

|

\

|

~ 133
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Se debe sefialar que, cuando se utilicen en esta
especificacién y en las reivindilcaciones anexas, las formas
singulares “un”, “una”, y “el” i%cluyen referencias plurales
a menos que el contexto 1o dicte, claramente de otra manera.
Asi, por ejemplo, la referencia a wuna composicidén que

\ :
contiene “un compuesto” incluye una mezcla de dos o mas

|
compuestos. También se debe sefialar que el término “o” es
empleado generalmente en su sentido que incluye “y/o” a menos
que el contexto lo dicte claramenﬂe de otra manera.
|

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes en
esta especificacién son indicativas del nivel de experiencia
ordinaria en el arte al cual perténece esta invenciédn.

La invencidén ha sido %escrita con referencia a
varias modalidades y técnicas preferidas y especificas. Sin
embargo, se debe entender que\ se pueden hacer muchas

\

variaciones y modificaciones mientras que permanezcan dentro
: \

del espiritu y alcance de la invencién.
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\
REIVINDICACIONES
\

|
1. Una forma cristal%na caracterizada porque es

la Forma III de 1la (3,5—bis—triq1uorometil)—N—[4—metil-3—(4—
piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)rfenil]-benzamida (f6rmula
I).

2. Una forma cristalina de la vforma III, de
conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada porque

|
tiene las caracteristicas de XRPD:
\

Angulo [2-theta] valor d, Angstrom % de intensidad
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609" 6.05866 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 5.33224 9.5
18.826 4.70995% 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 4.16774 54.0
21.612 4.10861 37.7
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079! 3.3
27.517 3.23887 3.4
29.476 3.02788' 6.8
29.857 2.99011 8.6
30.474 2.93102' 3.5
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829! 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 2.27157' 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06753" 3.8
44.055 2.05383 3.9

\ .

3. Una forma cristalina de Forma 111, de
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\
conformidad con 1la reivindicaci?n 1, caracterizada porque

tiene un punto de fusién en o arriba de 240 °C.
\

4. Una forma crist?lina de Forma 111, de

conformidad con la reivindicaciéq 1, caracterizada porque la
forma cristalina esta esencialmen}e pura.

55 Un método de traFamiento de un sujeto que
tenga la necesidad de una Ferapia anti-proliferativa,
caracterizado porque comprende:

administrar al sujeto . una forma cristalina, la

Forma III, de 1la (3,5—bis—trif}uorometil)—N—[4—metil—3—(4—

piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida (férmula
I). \
6. El método de conformidad con la reivindicacidn
5, caracterizado porque la forma cristalina de Forma III,

tiene las caracteristicas de XRPD:

Angulo [2-theta] valor d, Angétrom % de intensidad
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147, 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 5.33224' 9.5
18.826 4.70995) 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 4.16774 54.0

|

\
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Angulo [2-theta] valor d, Angstrom % de intensidad

21.612 4.10861 37.7
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 | 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079 3.3
27.517 3.23887 3.4
29.476 3.02788, 6.8
29.857 2.99011 8.6
30.474 2.93102 3.5
32.886 2.72133, 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 2.27157 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06753] 3.8
44.055 2.05383, 3.9

|

7. Una composicidn farmacéutica, caracterizada

porque comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable vy
una forma cristalina de Forqa IIT de la (3,5-bis-
trifluorometil)—N—[4—metil—3—(4—pifidin-3—il—pirimidin—z—
ilamino)—fenil]—benzamida (f6rmula I).

8. La composicién farmgcéutica de conformidad con

la reivindicacién 7, caracterizada porque la forma cristalina

de Forma III, tiene las caracteristicas de XRPD:
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Angulo [2-theta]

valor d, Ang%trom

% de intensidad

5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 66. 4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851

16.612 5.33224

18.826 4.70995 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 4.16774 54.0
21.612 4.10861 37.7
22.160 4.00828 3.5

22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 8.7

25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1

26.500 3.36079 3.3

27.517 3.23887 3.4

29.476 3.02788 6.8

29.857 2.99011 8.6

30.474 2.93102 3.5

32.886 2.72133 3.2

33.559 2.66829 5.0

35.916 2.49836 3.8

39.645 2.27157 4.9

43.061 2.09893 2.6

43.748 2.06753 3.8

44.055 2 3.9

.05383
|

El uso de la forma cristalina de Forma III de

|

130
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la (3,5-bis—trifluorometil)—N—[4—metili3—(4—piridin—3—il—pirimidin— 2-
ilamino)-fenil]-benzamida (férmuﬂa I), en donde la forma

cristalina de Forma III, tiene las caracteristicas de XRPD:

Angulo [2-theta] valor d, Angétrom % de intensidad
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 . 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147, 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 5.33224| 9.5
18.826 4.70995 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 4.16774 54.0
21.612 4.10861, 37.7
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812) 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079, 3.3
27.517 3.23887 3.4
29.476 3.02788" 6.8
29.857 2.99011, 8.6
30.474 2.93102 3.5
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829 | 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 2.27157 4.9
43.061 2.09893" 2.6
43.748 2.06753 3.8
44.055 2.05383 3.9

|
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10. Un proceso de [preparacién de la forma
cristalina de Forma III, de la (3(5~bis—trifluorometil)—N—[4—

metil-3~-(4-piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida
o
(férmula I), caracterizado porque comprende:

l
tratar el compuesto de la fdérmula I en una forma

cristalina de Forma I o de Forma\II, con acido acético o una
mezcla de dimetil formamida y acetona, hexano, o tolueno; vy,

subsiguientemente tratai el compuesto tratado una
vez con acido acético, acetona, hgxano, o tolueno.

11. El proceso de conformidad con la
|

reivindicacién 10, caracterizado porgue comprende:

|
tratar el compuesto de la férmula I en una forma

. . \ . . s
cristalina de Forma I o de Forma II, con &cido aceético; vy,
subsiguientemente tratar el compuesto tratado una
vez con acido acético. @

12. El proceso de, conformidad con la

reivindicacién 10, caracterizado porque comprende:
\

tratar el compuesto de la férmula I en una forma

l
cristalina de Forma I o de Forma II, con una mezcla de

. . . |
dimetil formamida y acetona; Yy, '
subsiguientemente tratad el compuesto tratado una

vez con acetona. \

13. El proceso de\ conformidad con la

reivindicacidén 10, caracterizado pfrque comprende:

tratar el compuesto de la férmula I en una forma
|
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\
cristalina de Forma I o de Forma II, con una mezcla de

dimetil formamida y hexano; vy,

subsiguientemente trata& el compuesto tratado una
vez con hexano. \

14. El proceso dq conformidad con  la
reivindicacién 10, caracterizado ?orque comprende:

tratar el compuesto de‘la férmula I en una forma

cristalina de Forma I o de Forma II, con una mezcla de
dimetil formamida y tolueno; vy, |

subsigﬁientemente tratar el compuesto tratado una
vez con tolueno. \

15. E1 proceso del conformidad con la

reivindicacién 10, caracterizado\porque la forma cristalina

de Forma III, tiene las caracteristicas de XRPD:
i

Angulo [2-theta] valor d, Angétrom % de intensidad
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 66. 4
8.267 - 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 5.332241 9.5
18.826 4.70995 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 4.16774 54.0
21.612 4.10861 37.7

7491
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Angulo [2-theta] valor d, Andstrom % de intensidad
22.160 4.00828 3.5
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 11.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079 3.3
27.517 3.23887 3.4
29.476 3.02788 6.8
29.857 2.99011" 8.6
30.474 2.93102 3.5
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 2.2715i 4.9
43.061 2.0989§ 2.6
43.748 2.06753 3.8
44.055 2.05383 3.9

\

16. Una forma cristaliqa, caracterizada porque es

la Forma I de 1la (3,5—bis—trif%uorometil)—N—[4—metil—3—(4—

piridin-3-il-pirimidin-2-il-amino)-fenil]-benzamida (fbérmula

I).

17. La forma cristalina' de Forma I, de conformidad

l . .
caracterizada porque tiene las

|

con la reivindicacién 16,

caracteristicas de XRPD:
\

192
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l
Angulo [2-theta] valor d, Ahgstroms % de intensidad

6.793 13.00131 13.9
9.823 9.99680 3.9

11.106 7.96069 54.2
13.267 6.66829 48.5
16.386 5.40523 7.0

17.941 4.94015 11.3
18.997 1.66785 13.0
19.778 4.48530 50.5
21.894 4.05535 100.0
22.396 3.96650 20.5
23.469 3.78%50 19.7
24.466 3.63545 32.4
24.939 3.56%59 52.6
25.525 3.48695 , 14.6
26.968 3.30;51 10.3
28.777 3.099?1 22.0
30.545 2.92436 14.8
33.011 2.711?9 ' - 11.0

\
18. Una forma cristalina, caracterizada porque es

la Forma II de la (3,5—bis—trif+uorometil)—N¥[4—metil—3-(4—

piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida (f6rmula
I). |
19. 1lLa forma cristalina de Forma 11, de
|

conformidad con la reivindicacién 18, caracterizada-  porque

tiene las caracteristicas de XRPDJ

3
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25
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-

Angulo [2-theta] valor d, Angstroms % de intensidad
6.500 13.58651 12.2
10.816 8.17295 100.0
12.094 7.31197 3.4
12.988 6.81061: 49.7
16.120 5.49381 6.0
17.669 5.01562 10.9
19.521 4.54367" 41.7
21.675 4.09687 39.9
22.083 4.02198! 17.1
23.230 3.82602 21.9
24.264 3.66523] 17.8
24.639 3.61023 8.5
28.460 3.13371, 4.8
29.328 3.04290 2.3
30.256 2.95165 4.1
32.746 2.73261 3.5
34.035 2.63201 3.1
35.590 2.52050! 1.5
39.660 2.27072 1.9
42.123 2.14346| 2.5
44.193 2.04777 1.7

20. Un método de

férmula I

|

prepaéacién de un compuesto de la

Féormula I

Cédigo del desarrollo: AN-019

(kai
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caracterizado porque comprende:

proporcionar un compueﬂto de la férmula VI, el
cloruro de 3,5-bis trifluoro metil benzoilo;

condensar la 4-metil-3-nitro-anilina con el
compuesto de la férmula (IV) a una temperétura de
aproximadamente 0 hasta aproximadamente -10 °C en un solvente
de clorohidrocarburo con la adicﬁén de un compuesto béasico
para obtener un compuesto de la férmula III, la ((3,5-bis-
trifluorometil)—N—(4—metil—3—nitrdfenil)—benzamida;

reducir el compuesto de la férmula (III) con cloruro
estafioso/HCl concentrado a la te&peratura de reflujo durante
aproximadamente 0.5 hasta aproxim?damente 1 hora para obtener
un compuesto de la férmula IV, la (3,5-bis-trifluorometil) -N-
(3-amino-4-metilfenil)-)-benzamida;

condensar el compuesto de la férmula IV con
cianamida acuosa a la temperaturé de reflujo en un solvente
de n-butanol para obtener un comFuesto de la férmula V, la
(3,5-bis-trifluorometil)-N-(3-guanidino-4-metilfenil)-
benzamida; \

condensar el compuesto ‘de la férmula (V) con 3-
dimetilamino—l—piridin—3—il—properna en la presencia de una
base a la temperatura de reflujo para obtener el compuesto de

|

la férmula (I).



3

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una forma

\
particular de 1la (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-metil-3-(4-

piridin-3—ilfpirimidin—2—ilamino)+fenil]—benzamida (férmula

I), a procesos para su preparacién, a las composiciones

\
farmacéuticas que contienen esta forma cristalina, y a su uso

como un agente anti-tumoral en los seres humanos. El

compuesto de la férmula I, también conocido como AN-019, es

|

la f£érmula (I).

14
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SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud:
22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)

Prioridad  (32)

Fecha (33) Pais

{51) Int C: CO07D 401/004

(71)Solicitante(s)  NATCO PHARMA LIMITED

121042,235 04/03/2008 us
121042,247 04/03/2008 - US ](72) Inventor(es) ~ AMALA KISHAN KOMPELLA
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  04/10/2010 (87)  Publicacién internacional

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 02/03/2009
No. de solicitud PCT/IB2009/005421

Fecha: 11/09/2009
N° publicacion: WO 2099/109867 A3

(54) Titulo:  FORMA CRISTALINA DE DERIVADO DE FENILAMINO PIRIMIDINA

Reivindicacion(es):

1. Una forma cristalina caracterizada porque es la Forma
Nl de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il-
pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida (férmula 1).

2. Una forma cristalina de la forma lll, de conformidad
con la reivindicacion 1, caracterizada porque tiene las
caracteristicas de XRPD:

Angulo [2-theta] valor d, Angstrom | % de intensidad
5.909 14.94417 24.9
6.491 13.60517 66.4
8.267 10.68690 100.0
11.854 7.45967 58.2
13.181 6.71147 40.0
14.609 6.05866 50.0
15.960 5.54851 5.8
16.612 5.33224 95
18.826 4.70995 14.4
19.571 4.53226 52.1
21.302 416774 54.0
21.612 4.10861 377
22.160 4.00828 35
22.970 3.86869 23.8
23.278 3.81812 51.6
24.000 3.70491 8.7
25.112 3.54329 1.1
25.887 3.43895 3.1
26.500 3.36079 3.3
271517 3.23887 34
29.476 3.02788 6.8
29.857 2.99011 8.6
30.474 2.93102 3.5
32.886 2.72133 3.2
33.559 2.66829 5.0
35.916 2.49836 3.8
39.645 2.27157 4.9
43.061 2.09893 2.6
43.748 2.06753 3.8
44.055 2.05383 3.9

3. Una forma cristalina de Forma IlI, de conformidad con
la reivindicacién 1, caracterizada porque tiene un punto de
fusion en o arriba de 240 °C.

4, Una forma cristalina de Forma l1l, de conformidad con
la reivindicacion 1, caracterizada porque la forma cristalina
esta esencialmente pura.

5. Un método de tratamiento de un sujeto que tenga la
necesidad de una terapia anti-proliferativa, caracterizado
porque comprende:

administrar al sujeto una forma cristalina, la Forma
il, de la (3,5-bis-trifluorometil)-N-{4-metil-3-(4-piridin-3-il-
pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida (férmula !).
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Tra. 11 PATENTEIYU o 378 A&

Act. 411 PRESENTACION

PATENTE DE INVENCION | | MODELODE .~ . | | A 33 Decision 486/00

0000C

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de'la invencion \

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D \Ilncompleta D

: /
PATENTE DE INVENCION PCT [Z] MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

®
0a0Q

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) : ‘

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa _ l Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisicn 486/00)

L]
]

[]
L]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio |
Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D ‘lncompleta [:]
|

ESQUEMA DE TRAZADO D (Art. 92 Decision 486/00)

HENRNEN

Indicacién que se solicita un esquema de trazadlo
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

|

Comprobanté de pago de las tasas establecidas

Completa [~ Incompleta
= s [
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et Industria y Comercio
‘ SUPERINTENDERNCIA
Bogota D.C.,
2020
Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA |
Apoderado(a) y/o Representante de
NATCO PHARMA LIMITED '
REFERENCIA Radicacion No. 10 108728
Solicitud internacional PCT/IB2009/005421
Fecha inicio fase nacional 04/10/20\10

Tramite 11 ‘
Evento 378 l
Actuacion 430
Oficio No.
Ll 1 4066

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento ‘en el arhculo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperaciéon en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Inﬁiustria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llerio de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante{ cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de fa
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Coédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de Ias tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintenfiencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articule 39 de la Decisién 486,ise le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimientq, la solicitud se considerara abandonada y

perdera su prelacion.
\

Continua en la pagina siguiente...
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Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacion l Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int, 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240, Linea 01800-910165
| Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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\‘%’w c dicado No: 10 qLﬁ
o ontinuacion radicado No: 10 108728 N .
=) Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.17’de 2001.

ALIX CARMENZA QESPEDES DE VERGEL

Directora de Nu as Creaciones (c) 2 9 OCT. 2018

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpa11
Al contestar favor indique el nitmero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2,5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacidn que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av, Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel. 5880070

Call Center 6§513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



