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CAVELIER ABOGADOS COLO-00751-841-037-3 ID-207909

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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SUPERINTENDENCIA 5. -00000-0000

Facha: 2012-01-03 10:39:59 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYI] Eve: 378 FASE
Act. 411 PRESENTACION  Folios: 52 SENACIONAL

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:;
[¥] Patente de invencion. [] Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo 1. D Capitulo Il
@ Nombre: SANOFI
Iiogsecézdr: r(;.‘c:]r:::is;(;tu|da y existente bajo las IDENTIFICACION
SOLICITANTE y '
71) cC. O NIT ]
Direccion: 174, avenue de France,
75013 Paris, CE. O oo [
Francia Cual
Domicilio: Paris, Namero _
Francia
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42, No. 72-35 C.C. [x] NIT [:|
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE|. 211 86 50 CE. o oro [
O APODERADO | _°© Cual
E-mail: clientes@cavelier.com ua
Domicilio: Bogot&, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Pierre-Yves ABECASSIS 2. Pascal DESMAZEAU
cfo Sanofi Aventis, ' c/o Sanofi Aventis,
INV Département Brevets, Département Brevets,
EN(.;%R (ES) 174 avenue de France, 174 avenue de France,
F-75013 Paris, F-75013 Paris,
Francia Francia
3. Michel TABART
cfo Sanofi Aventis,
Département Brevets,
174 avenue de France,
F-75013 Paris,
Francia

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/FR2010/051394 Fecha: 02 de julio de 2010
Publicacion internacional No. WO 2011/001122 A3 Fecha: 06 de enero de 2011

Titulo (54)
@ DERIVADOS DE PIRAZOLES, SU PREPARACION Y SU APLICACION
TERAPEUTICA

@ Clasificacién Internacional (51) CO7D 231/038

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud

siixl nod FR 03 de julio de 2009 0903270




CAVELIER ABOGADOS COLO-00751-841-037-3 (D-207909

Comprobante de pago No.: 12-000102 Fecha: 02 de enero de 2012

XK OxXKO OO0OO EEOOO0O® HDEQI@

Anexos:

Comprobante de pago de |a tasa de presentacién de la soficitud por $ 590.000.00.
Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion por.

Documento gue acredita 1a existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona

juridica.

Poder de la sociedad SANOFI.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Copia de !a caratula de la Publicacién Internacional WO 2011/001122 A3.

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. {Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : L n (BeniEnm A OO

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555




CAVELIER ABOGADOS COLO-00751-841-037-3 ID-207909

DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2011/001122 A3

Descripcion:
Paginas 28 en espafiol
Reivindicaciones: Numero (s) 9

Figuras: Numero (s)

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Blasqueda Internacional.

3. Forma PCT/IB/306. Notificacién de la inscripcion del cambio de nombre del solicitante
SANOFI-AVENTIS por SANOFI.

4. Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL

7



CAVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 72.35
BOGOTA, 5 - GOLOMBIA

179
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Representacion y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes de invencidn.

Representation and Power-of- Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents.

PRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF-
ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

SANOFI

domiciliado (s) enfof 174, avenue de France, 75013 Paris, France

por ¢l presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555;
OSCAR CORREA BARBOSA, tpa71027 y EDNA SARMIENTO
CHARRY, tpa. 65794, domiciliados en la Carrera 4* N° 72-35, Bogot4,
Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en ct pardgrafo 1o del

fcule 543 del Cédige de Comercio, el primero como principal y los
&1{15 como suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes
en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El
primer representante suplente rcemplazard al principal en caso de
ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla
se aplicard cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar
al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el representante
principal, o el primero, o scgundo suplente, en su caso, 0 ambos,
derlarardn su intencién de no ejercer la representacidn mediante
declaracién autenticada por Notario Plblico en Colombia, o por Notario
u olro Funcionario Piblico, o Cdnsul de Colombia, en el extranjero; y si
se tratare de impedimento, con ¢l certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o scgundo suplentes, en su c¢aso, podrén ejercer la
represcntacién, en su orden, uno u otros segan el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento cl ejercicio de la

.rcsentacién por el primero, segundo o fercer suplente en su caso.

Ademés, confiero {confcrimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccidén de mi {nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo cfeclo autorizo (amos) a los dichos
apoderados para gue me (nos) represcnten ante cualcsquicra entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso_administrativo y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en tode lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencion de patentes de invencion; su renovacion,

traspaso, cambie de nombre o domicilio, cancelacidn voluntaria; y el

© CAVELIER ABOGADOS
WPCLO751/1D.193561

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of
the Commercial Code, do hereby appoint LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, tpa. 23555, OSCAR CORREA BARBOSA, tpa 71027 y
EDNA SARMIENTO CHARRY, tpa. 65794, domiciled at Carrera 4°
N° 72-35, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their appointrnent, as our representatives
for all industrial property matters with faculty te reccive notifications
and to appeinl attorneys in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal in case of bis absence or of temporal or
definitive impediment. The same rule will apply when the second
alternate representative is to replace the first one, ar when the third is
to replace the first or second alternates in their turn, or both of them,
second. In such cases, the principal representative, or the first or
second alternates in their turn, or both of them, shall state their
intention not to act as representatives through a declaration given
before a Notary Public in Colombia, or before a Notary or another
Public Official or a Colombian Consul abroad; and in case of
impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were 10 be definitely absent, the following alternate shall
lake his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn ccases,
the represenation can be taken again in their sequence. by the
principal, the first or sccond alternate depending on case, and the
mere fact or suffice, The cxercise of the
representation by the first, second or third alternates in their trn
shali end at such time.

its excrcise will

In addition, wc grant a Power of Attorney in favor of the
above_named atlorneys_at_law so that they imay obtain the
protection of my (our) industrial property and against the unfair
competition, for which purpose 1 (we) authorize the said atlorneys to
represent me (us) before any authoritics or persons, wiflh or without
jurisdiction,  specially those  administrative, administrative
contentious and judicial, as well as before Arbitration Court, in all
matters concerning the following: a) Obtainment of patents; ils

renewal, assipnment,

change of name or domicile,

volunlary




¢
o
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cias de uso de esos dercchos; b) Las acciones de
leal, proteccidn del consumidor, oposiciones u
ncelacidn administrativa vy judicial, nulidad, medidas
tdsion de licencias, la tutela, la proteccidn dc scerclos

Y PTOCES0S que promevamos ¢ 5¢ nos promucvan. Y para que cn todos
los asuntos arriba  determinados, pucdan sustituir cste mandato,
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar,

recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes oficiosos.

cancellation; and the registration of licenses of use of the above
rights; b) Actions of unfair competition, protection to the consumer,
oppositions or observations, administrative or Court canccllation,
nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil,
penal, and administrative suits relating to those rights; actions and
suits instituted by me (us) or against me (us). And that in all the
above matters they may substitute this Power of Attorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign, and ratify acts done hy representatives without a
power of altorney.

Dado y firmade hoy/Given and signed this9th of May 2011

enfin Paris

y Josiane MERLIER
Director, Patent Administration

SANOFI

174, avenue de France

75013 PARIS - France
385030 844 RCS PARIS

Firma

Signature

. i

Je soussigné Mg

toine BATLLY

Notaire 4 Paris, cerfifie matériel] L
la signature do M & | 044 fan Zimui!&.

apposée sur le prédent document.

Cette certification n

Importe aucuns

vén’ﬁcat_ion de I'exactitude des faits et
actos mentionnés dans le présent dociment

© CAVELIER ABOGADOS
WPCLO?51/ID. 193561




APOSTILLY

(Canvention de La Haye du § actobre 1961)

1. République frangaise

Le présent m:iy:zzﬂi}ic ﬁ ”
. a ét¢ signé par. &G, S R { J/ 17 ...............

. ngizsant en qualité de... Notajre . ...
est revély du sceaw/timbre de., Son étude

e

Attesté

5.4 Paris 2 4 JUIN 2011

B. seuz n® .. 450 Y% Jean ART*N
9. Scean : A\!OGa Q 3

TP e T mremadrarbirbs

~

"Lt dpestitle confirme seulenrent 'ontheniicitd de la signawre, du scean on
tintbre cur fe docrinent, Elle ne signific pas que e conteriv dn docrment est
carrect on gue la République frangaise appreuve son contenn®




" . BAILLY POMMERY CAURO

Notaires

Successeurs de Maitres BAILLY et BUCAILLE

30, rue La Boétie — 75008 PARIS
@ 01.53.53.53.00 - Fax 01.53.53.53.01

Dossier suivi par / Matter followed by Mr Michaé! FREDIER
Tél direct: 01 53 53 53 18/ Fax: 01 53 53 5301
E-Mail: mickael fredier. 7501 8@paris.notaires. fr

NOTARY’S CERTIFICATE

I, the undersigned, Me Antoine BAILLY, Notary
Public in the firm of notaries « BAILLY-
POMMERY-CAURQ » holding office as Notary
Public at 30, rue la Boétie, Paris (8“"district).

HEREBY CERTIFY THAT:

1. SANOFI is a French company registered in the
Paris Trade and Companies Register under the
number 395 030 844, having its registered office
at 174 avenue de France, Paris (75013), and has
been validly incorporated in accordance with
French laws.

Il Mrs Josiane MERLIER is well known to me
and is the person who signed the preceding
document.

IIl. Mrs Josiane MERLIER, in her capacity as
Director, Patent Administration, has sufficient
‘owers of representation and is duly qualified to

gn and represent SANOFI for the purposes of
the preceding document,

Done in PARIS,
On June 24, 2011

Expediente seguido por D. Michaél FREDIER
Tel. directo: 01 53 33 53 00/Fax: (¢ 5353 5304
Mail: mickael fredier. 750] 8@paris.notaires.fr

CERTIFICADO NOTARIAL

El abajo firmante, don Antoine BAILLY, Notario
miembro de la Sociedad Civil Profesional
«BAILLY-POMMERY-CAURQ», titular de la
Notaria de Paris (Distrito 8) sita en 30, rue la
Boetie.

CERTIFICO Y DOY FE DE QUE:

L SANOFI es una sociedad francesa inscrita en
el Registro Mercantil de PARIS con el N° 395
030 844 y con domicilio social en Paris (75013),
174 avenue de France, y que la misma se
encuentra validamente constituida de

_conformidad con la legislacion francesa;

II. Conozco a D* Josiane MERLIER y es la
persona que ha firmado el documento
precedente; .

1. D* Josiane MERLIER ostenta, en su calidad
de Director de Administratiéon de Patentes,
poderes de representacion suficientes y estd
debidamente facultada para firmar y representar
a la sociedad SANOFI a los efectos del
documento precedente.

Hecho en PARfS,
El 24 de junio 2011

Métro : Miromesnil — Harkings publics : 163 ou 164 Boulevard Haussmann, ou Rond-point des Cha ps Elyséés.
Membre q’une association agréée. Le réglement des honoraires par chéque est accepté.
RCS PARIS n® D 323 377 390



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Républigue francaise

Le présentactyezzbyc 6 ﬁ \
. & &té signeé par. £ e { Z Z}(/

F, ------------------------------------
2, agissant en qualité de.. Notadee. ...
4, est revém du sceawstimbre de. Songétude

e eseemgeiod A e
§. sous n? q'bﬁg ................. A MR o
0. Sceau Jean IQ& mm

Avocat géharal

wtBEbatRRBRSFeNIEEATIACdand b bRaNRSRE  Eiasssraress AT R I L

. par le Procurenr géndral pres r’qTO -d'agpel de Paris

“L 'Apastille confirme senlement Pantheniicité de la signature, du sceant on
iimbre sur ie docrient. Elle e siguifie pas que le contenn du document est
correct on que lo République frangaise approive son contenu”
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Traduccidn No. 784/2011 de un documento expedido en francés

CAVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO S18KI
CARRERA 4*, No. 72-35
Bogota 8 - Colombia

REPRESENTACION Y PODER
Yo (nosotros) abajo firmado(s)
SANO¥I

Domiciliado(s) en 174, avenue de France, 75013 Paris, Francia

Por el presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555; OSCAR
CORREA BARBOSA, tpa 65794, domiciliados en la carrera 4% No. 72-35, Bogots,
Colombia, en obedecimiento a los dispuesto en el pardgrafo lo. del Articulo 543 del
Cédigo de Comercio, ¢l primeros como principal y los demés como suplentes, en su
orden, como mis (nuestros) representantes en todos los asuntos de propiedad industrial
con facultad para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al principal en caso de
ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquel. La misma regla se aplicara
cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el tercero al
segundo. En tales casos, el representante principal, o el primero, o segundo suplente, en
su caso, 0 ambos, declararin su intencidn de no ejercer la representacion mediante
declaracion autenticada por Notario Piblico en Colombia, ¢ por Notario u otro
Funcionario Publico, o Cénsul dc Colombia, en el extranjero, y se trataré de
impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
defwitivamente, el siguiente tomard su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedimento
del representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en su caso, podrén
gjercer la representacion, en su orden, unos y ofros segii el caso, asumiéndola por el
solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicico de la representacion por
el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados, para obtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra la competencia desleal a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me (nos) representen ante
cualquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente ante las del
orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asf como los tribunales de
arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencion de patentes
de inversion, -su renovacidn, traspaso, cambio de nombre o domicilio, cancelacién
voluntaria y el registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccion det consumidor, oposiciones u observaciones,
cancelacion administrativa y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, 1a tutela, la proteccién de secretos industriales y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contenciosos. administrativos relacionados con estos
derechos; acciones y procesos que promovamos o se nos promuevan. Y para que todos
los asuntos arriba determinados, puedan sustituir estc mandato, transigir, conciliar,

Re 'll";iir:‘lb‘h -’li‘ i H
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admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los actos
de agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy 9 de mayo de 2011 en Paris

(Firma ilegible)
Por Josiane MERLIER
Director, Administracion de Patente

Selio de SANOFI

174, avenue de France
75013 PARIS — Francia
395 030 844 RCS PARIS

El suscrito Notario Antoine BAILLY, Notario en Paris, certifica materialmente la firma
de la Sefiora Josiane MERLIER colocada en este documento.

Esta certificacién no comprende ninguna verificacion de la exactitud de los hechos y de
los actos mencionados en este documento.

(Firma ilegible)

APOSTILLA
{Convention de la Haye, du 5 octobre 1961)
1. Repablica Francesa
Este acto piblico
2, fue firmado por: Notario BAILLY
Quien actlia en su capacidad de: Notario
Lleva ¢l Sello de: Notaria

o

CERTIFICADO
En:  Paris
El: 24 de junio de 2011
Por:  Procurador General del Tribunal de Apelacién de Paris
No: 45089
Selio/Estampilla:
0. Firma: (Firma ilegible)
Jean Martin
Abogado General

=0 90 O\

(Sello del Procurador del Tribunal de Apelacion de Paris)

“La Apostilla confirma solamente la autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla sobre e
documento. Esta no significa que el contenido del documento sea correcto o que la Repiiblica
francesa apruebe su contenido®.

Traduccién oficial No. 784/2011 de un documento expedido en francés. Traduccidn
realizada por Jeannette Insignares Melo, traductora e intérprete oficial juramentada de
francés-espaiiol, espaifiol-francés segiun Resolucion 5451 de 1982 del Ministerio de Justicia
Colombia. Bogotd, D.C., julio 19 de 2011.

Eéa‘f’u‘{(e%e lnsines m -

Traductora e mterprete oficial
ResoluckRe

el 5010111992
oAl v G G UL O B B i
: A

mtﬁn'c:a‘#s“n’&i’i ‘L ;U0 AL




Traduccidon No. 785/2011 de un documento expedido en francés

BALLY POMMERY CAURO
Motarios
Sucesores de los Notarios BAILLY y BUCAILLE
30, rue de la Boétie — 75008 PARIS
™ 01.53.53.53.00 — Fax: 01.53.53.53.01

Expediente seguido por D. Michael FREDIER
Teléfono directo: 01 53 53 53 00/ fax 01 53 53 53 01

Mai : michachtredier. 730 8idnaris.notaires Ay

CERTIFICADO NOTARIAL

El abajo firmante, Notario Antoine BAILLY, Notario miembro de la Sociedad Civil
Profesional BAILLY-POMMERY-CAURGO, titular de la notaria de Paris (Distrito 8),
sita en 30 rue la Boétie, Paris 8.

CERTIFICO Y DOY FE DE QUE:

I.  SANOFI, es una sociedad francesa inscrita en el Registro Mercantil de Paris con el
No. 395 030 844 y con domicilio social en Paris (75013), 174 Avenue de France, y
que la misma se encuentra validamente constituida de conformidad con la
legislacién francesa;

II. Conozco a Dofia Josiane MERLIER y es la persona que ha firmado el documento
precedente;

. Dofia Josiane MERLIER ostenta, en su calidad de Director de Administracién de
Patentes, poderes de representacion suficientes y estd debidamente facultada para
firmar y representar a la sociedad SANOF! a los efectos del documento precedente,

Hecho en Paris,
El 24 de junio de 2011

(Firma ilegiblc) (Firma ilegible)

Micmbro de una asociacion autorizada. Se acepta el pago con cheque
RCS Paris No. 2 323 377 390

APOSTILLA
(Convention de la Haye, du 5 octobre 1961)
1. Republica Francesa
Este acto publico
2. fue firmado por: Notario BAILLY
Quien actiia en su capacidad de: Notario
4, Lleva el Sello de: Notaria

(98]

w»«d’f@ L o U

Jeannette Insighares Melo
Traduciora e intérprete oficial
Resolucian 133 del 30/01/1992




CERTIFICADO

5. En: Paris
6. EL 24 de jenio de 2011
7. Por.  Procurador General def Tribunal de Apelacion de Paris
8. No: 45086
9. Sello/Estampilia:
10.  Firma: (Firma ilegible)
Jean Martin
Abogado Gencral

(Sello del Procurador del Tribunal de Apelacion de Paris)

“La Apostilla confirma solamente la autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla sobre ¢l
documento. Esta no significa que el contenido del documento sea correcto o que la Repiblica
francesa apruebe su contenido”.

Traduccion oficial No. 786/2011 de un documento expedido en francés. Traduccion
realizada por Jeannette Insignares Melo, traductora ¢ intérprete oficial juramentada de

francés-espafiol, espafiol-francés segiin Resolucién 5451 de 1982 del Ministerio de Justicia
Colombia. Bogota, D.C., julio 19 de 2011.

;(wv@%[_ 7 eéw Ly

Jeannette Insignares M
Traductore e mierprete oficial
Resolucion 133 del 30/0171992

25 DIC 2011
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(57) Abstract : The invention relates to pyrazole derivatives of the general formula (I), where X is chlotine or fluorine. The
invention also relates to a method for preparing same and to the therapeutic use thereof.

(57) Abrégé : L'invention concerne les dérivés de pyrazoles de formule générale (1) dans laquelle X représente le chlore ou o
fluor. Procédé de préparation et application en thérapeutique.
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DERIVADOS DE PIRAZOLES, SU PREPARACION Y SU APLICACION
TERAPEUTICA

[0001] La presente invencién se refiere a derivados de pirazoles, a su preparacién y a

su aplicacion terapéutica.

[0002] Mas particularmente, y segldn un primer aspecto, la invencion se refiere a
nuevos pirazeles sustituidos especificos que presentan actividad anticancerosa, a

través de la modulacion de la actividad de proteinas, en particular de quinasas.

[0003] Las proteinas quinasas son una familia de enzimas que catalizan la
fosforilacién de grupos hidroxilos de restos especificos de proteinas tales como los
restos tirosina, serina o treonina. Dichas fosforilaciones pueden modificar de forma
importante la funcidn de las proteinas; asi, las proteinas quinasas tienen un papel
importante en la regulacién de una gran variedad de procesos celulares, incluyendo
principalmente el metabolismo, la proliferacion celular, la diferenciacion celular, la
migracién celular o la supervivencia celular. Entre las diferentes funciones celulares
en las que esta implicada la actividad de una proteina quinasa, algunos procesos
representan dianas atractivas para tratar las enfermedades cancerosas asi como

otras enfermedades.

[0004] De este modo, uno de los objetivos de la presente invencion es proponer
composiciones que tienen una actividad anticancerosa en particular frente a las
quinasas. Entre las quinasas para las que se investiga una modulacién de la
actividad, se pueden citar KDR, Tie2, VEGFR-1(FLT1); VEGFR-3 (FIt4), PDGFR,
FGFR. Se prefieren las quinasas KDR y/o Tie2.

[0005] Por la solicitud de patente publicada bajo el nitmero WQ08065282 se conocen
compuestos de la férmula general (i) siguiente:

A
/
L

Férmula (1)

enla que :



10

15

20

25

30

1) A y Ar se seleccionan independientemente del grupo constituido por : arilo,
heteroarilo, arilo sustituido, hetercarilo sustituido ;

2) L se selecciona del grupo constituido por: NH-CO-NH y O-CO-NH ;

3) R, se selecciona del grupo constituido por : H, Rs, CORg, SO;R;, en el que Ry se
elige entre H, OR;, NRgRg, alquilo, cicloalquile, heterociclilo, heterociclilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, en el que R; se elige entre H,
fenilo, alquilo, v en el que Ry vy Ry se seleccionan independientemente del grupo
constituide por H, alquilo, cicloalguilo, heterociclilo, heterociclilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido o bien Rg y Ry estédn unidos entre si para
formar un ciclo saturade de 5 a 8 eslabones que contiene de 0 a 3 heteroatomos
elegidos entre O, Sy N ;

4) X se selecciona del grupe constituido por: Oy NH ;

5) Rj se selecciona del grupo constituido por : H, alquilo, alguilo sustituido, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido ;

6) Rd4a se selecciona del grupo constituido por : H y alquilo{(C1-C4) ;
7) R4b se selecciona del grupo constituido por : H y alquilo(C1-C4) ;

8) Rs; se selecciona de! grupo constituido por: H, haldgene, Ry, CN, O(Ri),
OC{O)}R1),  OC(ON(R10)(Ra1),  OS{O2)(R10),  N(Rso)(Run), N=C(R1p)(R1n),
N{R10)C(O)R11),  N(R1)C(O}O(R11),  N(Ri2)JC(OMN(R10}(Rn),  N(R12)C(SIN(R10)(R1+),
N{R10)S{02)(R11),  C(O)(Rao), C(O)O(R1w),  C{OIN(R1w)(R11),  C{=N(R+1))Rio).
CG(=N(OR11)}R10), S{R10). S{O)R10). S(C2}{R10}, S(O2)0(Ria), S{O2)N(R10)(R11); en el
que cada Rig, Ry, Ryz se selecciona independientemente del grupo constituido por H,
alquilo, alquileno, alquinito, arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, alquilo sustituido,
alguileno sustituido, alguinilo  sustituido, arilo sustituido, heteroarilo  sustituido,
cicinalguilo sustituido y heterociclilo sustituido.

[0006] En esta patente, preferentemente X es O, R3 es metilo, R4a y R4b son H; L es
NHCONH; A es fenilo; Ar es fenilo; pero en esta solicitud ningin ejemplo describe la

sustitucion de Ar y su efecto sobre [a farmacocinética.

[0007] La presente invencién tiene come objeto dos compuestos incluidos en la
solicitud anterior, y que tienen la férmula (1)
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en la que :

(1)

Xrepresenta Clo F

[0008] Los compuestos de férmula (1) pueden existir en forma de bases o de sales de

adicion a acidos. Dichas sales de adicion forman parte de la invencién.

[0009] Los compuestos bajo sus dos formas tautdmeras indicadas a continuacion

pertenecen a la invencidn;

Q
§
oE

z

O

g_

H,N

xz
Iz

[00010] Estas sales pueden prepararse con &cidos aceptables farmacéuticamente,
aungue las sales de otros acidos udtiles, por ejemplo para la purificacion o el
aislamiento de los compuestos de foérmula (I}, forman igualmente parte de la
invencién. Entre las sales que se pueden utitizar cabe citar en particutar el
hidrocloruro.

[0011] Los compuestos de farmula {1} pueden existir igualmente en forma de hidratos
o de solvatos, a saber en forma de asociaciones ¢ de combinaciones con una o
multiples moléculas de agua o con un disclvente. Dichos hidratos y solvatos forman
parte igualmente de la invencién.

[0012] Entre los corhpuestos de formula (I} ohjeto de la invencién, se pueden citar

principalmente los compuestos siguientes:

- 4-{3-[3-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-bencilamino}-1H-pirazol-
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3-carboxamida y su hidrocloruro
- 4-{3-[3-(2-fluorc-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-bencitamingo}-1H-pirazol-
3-carboxamida y su hidrocloruro

[0013] De acuerdo con la invencidn, se pueden preparar los compuestos de formula

(I) segun el procedimiento siguiente:

En los esquemas siguientes, los compuestos de partida y los reactivos, cuando no se
describe su modo de preparacion, estan disponibles en el comercio o se describen en
la bibliografia, o bien pueden prepararse segin los métodos descritos en ésta o que
son conocidos por el experto en la materia.

[0014] La invencién, segun otro de sus aspectos, tiene igualmente por objeto los

compuestos de férmulas

CHO

CF

Y 0
H—g_jﬂ o
064 ., ) h}-n X
/ N H
F

3

En las cuales X representa F o Cl.
Estos compuestos son utiles como intermedios de sintesis de los compuestos de la
formula (1).

0015Los siguientes ejemplos describen la preparacién de compuestos segun la
invencién. Estos ejemplos no son limitantes y sélo son para ilustrar la presente

invencion.



Procedimiento de sintesis de los ejemplos

Sintesls de la parte amino-plrazel

o O in o o %o o~ 9 e
A O "W gn0i MoBTIDMF ) 2eC " SnCty , 2H,0 1 EOH F2Ch a 0°C " »
Rl e >
o N-n a

1

Sintesls de |a parte dlaril-urea

i/ CHO
¥

I
. K 0wy Y Q
0 @_c,. 20 1 ACCH I TA @_cn e Qn nﬁ OBALITHE (0T ‘Q’ ¥ or,

10 F

1) DIPCA F Mg80, | refhing

W, el H@\ . :-nmmmc,cmu % ﬁ%ﬂ a Q
SaT L o i

H-—<t
DOHHOH /B0 25T §
APTS rmm e net " o
)—u " )_H X
" o
[

Ejemplo 1

- Hidrocloruro de 4-{3-[3-{2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-

5 bencilamino}-1H-pirazol-3-carhoxamida

H—Cl °Fa

JH}}H

Una suspensidn de 1,64 g (3,48 mmol) de 4-{3-[3-(2-cloro-4-triflucrometil-fenil)-
ureido]-5-fluore-bencilamino}-1H-pirazole-3-carboxamida en 50 ml de etanol se agita a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de argdn. A continuacion, se agregan gota a

10 gota 35 ml {35 mmol) de una solucidn de acido clorhidrico en éter dietilico (1 N). El

medio de reaccidn se convierte en una solucion ransparente. Después de 10 horas
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de agitacion a temperatura ambiente, se evaporan los disolventes en un evaporador
rotativo bajo presidn reducida. El residuo obtenido se agita durante 30 minutos en 50
ml de éter dietilico.

Después de filtracién y secado en estufa se obtienen 1,8 g de hidrocloruro de
4-{3-[3-(2-chloro-4-trifluarometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-bencilaming}-1H-pirazal-3-
carboxamida en forma de cristales amanillo palido.

SM: Tiempo de retencidén Tr (min} = 1,01; [M+H]+ m/z = 471 ; [M-H]- m/z = 469

1H NMR (400 MHz, DMSO-d) 8 ppm 4,32 (s, 2 H) 6,89 (d ancho, J=9,6 Hz, 1
H) 7,16 (s ancho, 1 H) 7,18 - 7,61 (m, 4 H) 7,68 (d ancho, J=8,9 Hz, 1 H) 7,86 (s
ancho, 1 H} 8,44 (d, /=8,9 Hz, 1 H} 8,81 (m ancho, 1 H} 10,17 {m ancho, 1 H)

Punto de fusién {Kofler) = 177 *C

4-(3-[3-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-flucro-bencilamino}-1H-
pirazol-3-carboxamida

CF
0
H
W
N’\b‘»_ﬂ cl
AN N
N H
F

Una solucion de 5,9 g (9,5 mmol) de 4-{3-[3-(2-cloro-4-triflucrometil-fenil)-

3

ureido]-5-fluoro-bencilamino}-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) vy 4,5 g (24
mmol} de acido para-toluenosulfénico en 400 ml de tolueno se calienta a reflujo
durante 2 horas. Después de decantar, se separa la solucidon toluénica de una goma
amarilla. La goma se diluye en 150 ml de metanol y 500 mi de acetato etilico. A
continuacién, se afiaden 500 m! de agua. La solucion se enfria y se al¢aliniza con 100
ml de una solucién acuosa de potasa (10 N). Después de decantar, se extrae la fase
acuosa con una solucidn de 400 ml de acetato etilico y 100 ml de metanol. Se
combinan las fases organicas y se lavan con 100 ml de una solucién saturada de
cloruro sadico, se secan sobre sulfato de magnesio y se concentran bajo presién
reducida para dar un sélide de color amarillo palide, que se purifica sobre 200 g de
silice, eluida con una solucién de diclorometano/metanol/acetonitrilo 80/10/10 (en
volumen): se obtienen 1,77 g de 4-{3-[3-(2-cloro-4-triflucrometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-
bencilamino}-1H-pirazol-3-carboxamida en forma de un sélido de color blanco.
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SM: Tiempo de retencion Tr (min) = 4,29 [M+H]+ m/z = 471; [M-H]- m/z = 469

1H NMR (400 MHz, DMSQ-d} & ppm 4,19 (d, J=6,7 Hz, 2 H) 5,74 {(m ancho, 1
H) 6,80 {d ancho, J=9,6Hz, 1 H) 6,95 - 7,11 (m, 3 H) 7,24 (m extendido, 1 H) 7,42 (dt,
J=11,3, 2,3 Hz, 1 H} 7,67 {d ancho, J=8,9 Hz, 1H) 7,86 (s ancho, 1 H) 8,44 (d, /=89
Hz, 1 H} 8,70 (s ancho 1 H) 9,92 (s ancho, 1 H) 12,57 (s ancho, 1 H)

Punto de fusion (Kofier) : 220°C

4-{3-[3-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil}-ureido]-5-fluoro-bencilamino}-1H-
pirazol-3-{2,4-dimetoxi-bencilamida)

CF,

\ 0
LN
O’OJ N{\b\»‘ﬂ cl
/ N N
F

Una solucion de 10 g (32 mmol} de hidrocloruro de 4-amino-1H-pirazol-3-(2,4-
dimetoxi-bencilamida) y de 5,9 ml (35,2 mmaol) de diisopropiletilamina en 300 ml de
tetrahidrofurano se agita a temperatura ambiente bajo atmosfera de argon. Se
agregan 3,85 g {35 mmol} de sulfato de magnesio vy 12,70 g (35,2 mmol} de 1-(2-
cloro-4-trifluorometii-fenil)-3-(3-fluoro-5-formil-fenil)-urea. La mezcla de reaccidn,
entonces, se calienta a reflujo durante 14 horas. Seguidamente, la mezcla se enfria a
25°C y a continuacion se agregan lentamente 10,08 g (160 mmol) de cianoborohidruro
sodico. Después de 12 horas de agitacidn a temperatura ambiente, la mezcla se
concentra a sequedad en el evaporador rotativo. La goma obtenida se agita con 300
ml de agua y 500 ml de solucion acuosa de sosa (IN). Esta suspensién se agita
durante 30 minutos con 1 | de diclorometano. Después de la filtracidn sobre vidrio
sinterizado N°3, el solido obtenido se enjuaga con 2 veces 500 ml de agua, y se seca
en estufa al vacio a 40°C. Seguidamente, el sdlido recristaliza en 830 ml de metanol,
en caliente, para dar 8,3 g de 4-{3-[3-(2-cloro-4-triflugrometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-
bencilamino}-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) en forma de polvo de color
blanco.

SM: Tiempo de retencion Tr (min) = 4,97; [M+H]+ m/z = 621 ; [M-H}- m/z = 619

1H NMR (400 MHz, DMSO-d) 5 ppm 3,73 (s, 3 H) 3,81 (s, 3 H) 4,19 (d, J=6.7
Hz, 2 H) 4,33 (d, J=6,7Hz, 2 H) 5,71 (t ancho, J=6,7 Hz, 1 H) 6,46 (dd, J=8,3, 2,3 Hz,
1 H) 6,55 (d, J=2,3 Hz, 1 H) 6,80 (d ancho,J=9,6 Hz, 1 H) 7,04 (s ancho, 1 H) 7,08 (s,
1 H) 7,10 (d, J=8,9 Hz, 1 H) 7.43 (dt, J=11,4, 2,3 Hz, 1 H) 7.67(d ancho, J=8,9 Hz, 1
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H) 7.86 (s ancho, 1 H) 7,94 {t ancho, J=6,7 Hz, 1 H) 8,45 (d, J=8,9 Hz, 1 H) 8,62 (m
extendidg, 1 H) 9,79 (m extendido, 1 H} 12,60 (m extendido, 1 H)

Punto de fusidon (Kofler) 168 °C

1-(2-cloro-4-trifiluorometil-fenil)-3-(3-fluoro-5-formil-fenil)-urea

CHO

Una solucién de 33,15 g (92,68 mmol) de 1-(2-clore-4-trifluorometil-fenit)-3-(3-
ciano-5-fiuoro-fenil)-urea en 600 ml de tetrahidrofurano se agita a -10°C bajo
atmésfera de argdn. A continuacion, se agregan 230 ml de una solucioén de hidruro de
di-isobutil aluminio al 20% en tolueno, con un procedimiento "gota a gota" regular. La
mezcla de reaccion se agita durante 12 horas a temperatura ambiente. Se agregan,
entonces, 80 m! adicionales de hidrurc de diiscbutil-aluminio a -10°C. Después de 14
horas de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de reaccidon se concentra a
sequedad en el evaporador rotativo para dar un aceite espeso, al que se agregan
lentamente bajo agitactén 500 g de hielo y 100 ml de acido acético al 100%. La
suspension obtenida se filtra. A continuacion, €l sdlido se diluye en 2 veces 800 mi de
acetato etllico, y la solucion organica se lava con 600 ml de solucion saturada de
cloruro sodico, se seca sobre sulfato de magnesio, se filtra, se concentra a sequedad
en el evaporador rotativo, y se seca en estufa al vacio a ,0°C para dar 29,57 g de 1-
(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-3-(3-fluoro-5-formil-fenil)-urea en forma de un polvo de
color amarillo palido.

SM: Tiempo de retencion Tr (min) = 4,86; [M+H]+ m/z = 361 ; [M-H}- m/z = 359

1H NMR (400 MHz, DMSO-d) § ppm 7,35 (ddd, J=8,4, 2.3, 1,8 Hz, 1 H) 7,67 -
7,75 (m, 2 H) 7,78 (t, /1,8 Hz, 1 H) 7,88 (d, J=1,8 Hz, 1 H) 8,45 (d, J=8,8 Hz, 1 H)
8,72 (s ancho, 1 H) 8,98 (d, J=1,8 Hz, 1 H) 10,07 (s ancho, 1 H)

1-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-3-(3-ciano-5-fluoro-fenil)-rea
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Una solucidn de 15 g {110,2 mmol) de 5-fluoro-3-cianoanilina en 150 ml de
tetrahidrofurano se agita a temperatura ambiente bajo atmdsfera de argén. A
continuacion, se agregan 17,5 ml (121,22 mmol) de isocianatc de 2-cloro-4-
trifluorometil-fenilo. La mezcla de reaccidn se calienta a reflujo durante 3 horas y
después se concentra a sequedad en el evaporador rotativo. El residuo sdlido
obtenido recristaliza en caliente en 60 ml de acetato etilico para dar 33,25 g de 1-(2-
cloro-4-trifluorometil-fenil}-3-(3-ciano-5-fluoro-fenil}-urea en forma de un sdlido de

color blanco.
SM: Tiempo de retencién Tr (min) = 4,97; [M+H]}": m/z 356
Punto de fusion (Kofler) : 286°C
La 5-flugro-3-cianoanilina es un producto comercial.
Hidroc¢loturo de 4-amino-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-hencilamida)

-~

Q9 NH, Hcl
NM
i
\o H N-.N

H

Una suspension de 6,12 g (20 mmol) de 4-nitro-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-
bencilamida) en 340 ml de etanol se agita a temperatura ambiente. Seguidamente, se
agregan en un periodo de 5 minutos 15,8 g (70 mmol} de di-hidrato de cloruro de
estafio. La mezcla de reaccion se agita durante 14 horas a temperatura ambiente, y
se concentra a sequedad en el evaporador rotativo. El residuo obtenido se agita con
330 m! de solucién acuosa saturada de hidrogeno-carbonato sddico y 300 m! de
diclorometano. Después de la decantacion, la fase orgéanica se extrae con 2 veces
150 ml de diclorometano. Las fases organicas se combinan, se lavan con 150 ml de
solucién saturada de cloruro sddico, y se secan sobre sulfato de magnesio. Después
de concentrar en el evaporador rotativo, se obtienen 4,57 g de hidrocloruro de 4-
amino-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) en forma de un sdélido de color

violaceo.
SM: IE: [M]+. m/z= 276, pico de base m/z = 151

1H NMR (400 MHz, DMSO-d) & ppm 3,73 (s, 3 H) 3,81 (s, 3 H) 4,31 (d, J=6,2
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Hz, 2 H) 4,56 (m extendido, 2 H) 6,46 (dd, J=8,3, 2,9 Hz, 1 H) 6,55 (d, J=2,9 Hz, 1 H)
7,06-7,13(m, 2H) 7,84 (t, J=6,2 Hz, 1 H) 12,50 (m extendido, 1 H)

Punto de fusién (Buchl) : 186°C

4-nitro-1H-pirazol-3-(2,4.dimetoxi-bencilamida)

Una solucién de 14,65 g (76,4 mmol) de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-
carbodiimida dihidrato, y de 10,32 g (76,4 mmol) de 1-hidroxibenzotriazol en 50 m! de
dimetilformamida se agita a temperatura ambiente. Se agregan 11,7 g (70,03 mmol)
de 2.4-dimetoxi-bencitamina y, a continuacién 10,2 g de acido 4-nitro-3-pirazol

10 carboxilico en porciones pequefias. Después de 16 horas de agitacién a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccion se vierte en 500 ml de agua. La suspension se fiitra y
se lava con 2 veces 250 ml de agua. El sdlido obtenido se seca en estufa al vacio a
40°C para dar 18,58 g de 4-nitro-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) en forma de
un sdlido de color blanco.

15 1H NMR (400 MHz, DMSO-d} & ppm 3,75 (s, 3 H) 3,80 (s, 3 H) 4,35 (d, J=5,9
Hz, 2 H) 6,50 (dd, J=8,3, 2,4 Hz, 1 H) 6,56 (d, J=2,4 Hz, 1 H) 7,21 (d, J=8,3 Hz, 1 H)
8,71 (s ancho, 1 H) 8,88 (t ancho, J=5,9 Hz, 1 H) 14,13 (m extendido, 1 H)

SM (ES+/-) Tiempo de retencién Tr (min) = 3,23 ; [M+H]+ m/z = 307 ; [M-H]-
miz = 305

20 Punto de fusion (Kofler) 192 °C

El acido 4-nitro-3-pirazol carboxilico es un producto comercial,

25

Ejemplo 2

Hidroclorure de 4-{3-[3-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenif)-ureido}-5-fluoro-

15
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bencilamino}-1H-pirazol-3-carboxamida

H—Cl CFy
ju)
H
H,N N a Q
N’ \ )_ﬁ F
-N N
H H
F

Una suspensién de 1,85 g (0,40 mmol) de 4-{3-[3-(2-fluoro-4-trifluorometil-
fenil)-ureido]-5-flucro-bencilamino}-1H-pirazol-3-carboxamida en 40 ml de etanol se
agita a temperatura ambiente bajo atmosfera de argdn. A continuacién, se agregan
gota a gota 20 ml (40 mmol} de una solucidén de acido clorhidrico en éter dietilico (1
N}). El medio de reaccidn se convierte en una solucién transparente. Después de 12
horas de agitacion a temperatura ambiente, se evaporan los disolventes en un
evaporador rotative bajo presién reducida. Ei residuo obtenido se agita durante 30
minutos en 200 ml de éter dietilico.

Después de filtracion y secado en estufa se obtienen 1,75 g de hidrocloruro de
4-{3-[3-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-flucro-bencilamino}-1H-pirazol-3-
carboxamida en forma de cristales amarillo palido.

1H NMR (400 MHz, DMSOQO-ds) 6 ppm 4,24 (s, 2 H) 6,83 (d, v=9,0 Hz, 1 H} 7,08
(s 1H) 7,18 (s ancho, 1H) 7,23 (s, 1 H) 7,35 (s ancho, 2 H) 7,42 (dt, J=11,3, 2,0 Hz, 1
H) 7,54 (d,/=8,8 Hz, 1 H) 7,69 {dd, /=11,2, 1.5 Hz, 1 H} 8,41 {t, J=8,2 Hz, 1 H) 8,99 (s,
1 H) 8,54 (s, 1 H)

SM: Tiempo de retencidn Tr (min) = 0,97; [M+H]+ m/z = 455
FPunto de fusién (Kofler} 184°C (con descomposicién).

4-{3-[3-{2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-flucro-bencilamino}-1H-

pirazol-3-carboxamida

CF

O
HN u o Q
N! \ b )_H F
N H
F

3

Una solucion de 22,3 g (36,89 mmol) de 4-{3-[3-(2-flucro-4-trifluorometil-fenil)-
uretdo]-5-flucro-bencilamine}-1H-pirazol-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) y 17,54 g (92,22
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mmol} de acido para-toluenosulfénico en 600 ml de tolueno se calienta a reflujo
durante 14 horas. Después de decantar, se separa la solucién toluénica de una goma
amarilla. La goma se agita durante 2 horas en280 ml de agua y 100 ml de de sosa
(10N). La suspension se filtra. El sélido obtenido se enjuaga con 3 veces 350 ml de
agua y se seca para dar un sélido de color crema que se purifica sobre 350 g de
silice, eluida con una solucién de diclorometano/metanol/acetonitrilo 95/2,5/2,5 {(en
volumen): se obtienen 3,85 g de 4-{3-[3-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-ureido]-5-fiuoro-
bencilamino}-1H-pirazol-3-carboxamida en forma de un sélido de color blanco.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) oppm 4,18 (d, J=59 Hz, 2 H) 5,68 - 5,77 {m, 1
H) 6,80 (d, J=8,8 Hz, 1H) 7,01 - 7,08 (s ancho, 1 H} 7,04 (s, 1 H) 7,06 (s, 1 H) 7,24 (s
ancho, 1 H} 7,40 (dt, J=11,4, 2,0 Hz, 1 H) 7,54 (d, J=8,3 Hz, 1 H) 7,69 (d, J=11,5 Hz, 1
H) 8,41 (t, J=8,4 Hz, 1 H) 8,92 (s ancho, 1 H) 9,40 (s ancho, 1 H) 12,55 (s ancho, 1 H)

SM: Tiempo de retencion Tr (min) = 4,09 {M+H): m/z = 455; [M-H]- m/z = 453
Punto de fusion (Kofler) 233 °C

4-{3-[3-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenit)-ureido]-5-fluoro-bencilamino}-1H-
pirazol-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida)

CF,
\o [e]

HJS—SH .
Ty
/ M H

F

Una solucién de 11,40 g (36,45 mmol) de hidrocloruro de 4-amino-1H-pirazol-
3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) y de 6,65 mi (40,09 mmol)} de diisopropitetilamina en 360
m! de tetrahidrofurano se agita a temperatura ambiente bajo atmésfera de argon. Se
agregan 4,35 g (36,45 mmol) de sulfato de magnesio y 13,80 g (35,2 mmol) de 1-(2-
fluoro-4-triflucrometi-fenil}-3-(3-fluoro-5-formil-fenil)-urea. La mezcla de reaccién,
entonces, se calienta a reflujo durante 14 horas. Seguidamente, la mezcla se enfria a
25°C y a continuacidn se agregan lentamente 11,46 g (182,25 mmol) de
cianoborohidruro sédico. Después de 72 horas de agitacion a temperatura ambiente,
la mezcla se concentra a sequedad en el evaporador rotativo. La goma obtenida se
agita con 400 m! de agua y 500 ml de soiucion de sosa (1N). Esta suspension se agita
durante 1 hora y, a continuacion, se fittra sobre vidrio sinterizado N°®3, el sdlido
obtenido se enjuaga con 3 veces 500 ml de agua, y se seca en estufa al vacio a 40°C
para dar 2245 g de 4-{3-[3-(2-fluoro-4-triflucrometil-fenil)-ureido]-5-fluoro-
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bencilamino}-1H-pirazo!l-3-(2,4-dimetoxi-bencilamida) en forma de un sélido de color
rosaceo.

1H NMR (500 MHz, DMSQO-ds} & ppm 3,73 (s, 3 H) 3,81 (s, 3 H) 4,18 (d, J=6,
Hz, 2 H) 4,3 (s, 2 H)-5,0 (t, /=6, Hz, 1 H) 6,7 (d, J=8, Hz, 1 H)} 8,5 (s, 1 H) 6,9 (d, J=9,
Hz, 1 H)7,5(s, 1 H) 7,7 - 7,2 (m, 2 H) 7,1 (d, J=11, Hz, 1 H) 7,3 (d, J=8, Hz, 1 H) 7,8
{d, J=11,3 Hz, 1 H) 7,95 (s ancho, 1 H)-8,40 (t, J=8,2 Hz, 1 H) 9,25 (s ancho, 2 H)
12,52 (s ancho, 1 H)

SM: Tiempo de retencion Tr (min) = 4,79; [M+H]+ m/z = 605 ; (M-H]- m/z = 603
Punto de fusién (Kofler) 152 °C

1-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-3-(3-fluoro-5-formil-fenil)-urea

Una solucidn de 11,90 g (34,87 mmol) de 1-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-3-(3-
ciano-5-fluoro-fenil)-urea en 150 ml de tetrahidrofurano se agita a -2°C bajo atmasfera
de argon. A continuacién, se agregan 86 ml de una solucién de hidruro de diisobutil-
aluminio al 20% en hexano, usando un procedimiento "gota a gota" reguiar. La mezcla
de reaccion se agita durante 12 heras a temperatura ambiente. Se agregan, entonces,
60 ml adicionales de hidruro de diisobutit-aluminio a -2°C. Después de 3 horas de
agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se concentra a sequedad en
el evaporador rotativo para dar un aceite espeso, al que se agregan lentamente bajo
agitacion 500 g de hieio y 300 ml de acido acético al 100%. La suspension abtenida
se filtra. El sélido obtenido se lava con 4 veces 150 ml de agua, se escurre y se seca
en estufa al vacio a 40°C para dar 13,95 g de 1-(2-fluoro-4-triflucrometit-fenil)-3-(3-
fluoro-5-formil-fenil)-urea en forma de un solido de color amarillo palido,

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 7,33 - 7,38 (m, 1 H) 7,57 (d, J=8.8 Hz, 1
H) 7,69 - 7,75 (m, 2 H)-7,79 (s, 1 H) 8,41 (t, J=8,3 Hz, 1 H) 9,05 (s ancho, 1 H) 9,65 (s,
1 H) 9,98 (d, J=1,7 Hz, 1 H)

SM: Tiempo de retencion Tr (min) = 4,62; [M+H}+ m/z = 345 ; [M-H)- m/z = 343

Punto de fusién (Kofler) 247 °C
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1-(2-fluoro-4-trifluorometil-fenil)-3-(3-ciano-5-fluoro-fenil)-urea

Una solucién de 6,15 g (45,18 mmol) de 5-fluoro-3-cianocanilina en 90 ml de
tetrahidrofurano se agita a temperatura ambiente bajo atmosfera de argon. Se
agregan, gota a gota, 4,3 ml {36,714 mmal) de difosgeno v, después, 30 ml (135,54
mmol) de trietilamina. Después de 3 horas de reflujo de la mezcla de reaccion, se
agrega lentamente una solucidn de 7,10 g (39,64 mmol) de 4-amino-3-fluoro-
trifluorometilbenceno en 10 mi de tetrahidrofurano. El reflujo se mantiene 2 horas mas.
La mezcla de reaccion se agita entonces en 100 ml de agua vy, a continuacién, se
extrae con 100 ml de acetato etilico. La fase organica se lava con 100 ml de una
solucién saturada de cloruro sédico, se seca sobre sulfato magnésico y después se
concentra a sequedad en el evaporador rotativo. El residuo solido obtenido recristaliza
en caliente en 90 ml de acetonitrilo para dar 10,35 g de 1-(2-fluoro-4-trifluorometil-

fenil)-3-(3-ciano-5-fluoro-fenil)-urea en forma de un sélido de color crema.

iH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,47 (d, J=8,3 Hz, 1 H) 7,57 (d, J=8,6 Hz,
1TH)7.69 (s, 1 H} 7,70 - 7,75 {m, 2 H} 8,37 (t, J=8,4 Hz, 1 H) 9,17 (s ancho, 1 H) 9,63
(s ancho, 1 H)

SM: Tiempo de retencion Tr (min} = 1.1; [M+H]": m/z 341,

Punto de fusidn (Kofler) 253 °C

Los productos de la invencion son Gtiles como agentes inhibidores de una o
varias reacciones catalizadas por una quinasa. KDR y/o Tie2 son quinasas para las que
seran particularmente (tiles como inhibidores los productos de la invencion.

Las razones por las que se eligen estas quinasas son las siguientes:

KDR

KDR (Receptor con Dominio de insercion Quinasa, Kinase insert Domain
Receptor) también 'amado VEGF-R2 (Receptor 2 del Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2), se expresa principalmente
en las células endoteliales. Este receptor une el factor pro-angiogénico VEGF, por lo
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que hace de mediador de una sefial transduccional a través de la activacion de su
dominio quinasa intracetular. La inhibicidn directa de la actividad quinasa de VEGF-R2
permite reducir el fendémeno de la angiogénesis en presencia de VEGF exdgeno
(Vascular Endothelial Growth Factor : factor de crecimiento vascular endotelial) (Strawn
et al., Cancer Research, 1998, vol. 56, p.3540-3545). Este proceso se ha demostrado
principalmente mediante mutantes VEGF-R2 (Millauer et al., Cancer Research, 1996,
vol. 56, p.1615-1620). Ei receptor VEGF-R2 no parece tener ninguna otra funcién en
adultos aparte de la vinculada a la actividad angiogénica de VEGF. Ademas de este
papel fundamental en el proceso dindmico angiogénico, los resultados recientes
sugieren que la expresion de VEGF contribuye a la supervivencia de las células
tumorales después de la quimioterapia y de ia radicterapia, subrayando la sinergia
potencial de los inhibidores de KDR con otros agentes {Lee et al. Cancer Research,
2000, vol. 60, p.5565-5570).

Tie2

Tie-2 (TEK) es un miembro de una familia de receptores tirosina quinasa,
especifico de las células endoteliales. Tie2 es el primer receptor con actividad tirosina
quinasa del que se conoce a la vez el agonista (angiopoyetina 1 o0 Ang1) que estimula ia
autofosforilaciéon del receptor y la sefializacion celutar {S. Davis et af (1996) Cell 87,
1167-1169] y el antagonista (angiopoyetina 2 o Ang2) [P.C. Maisonpierre ef al. (1997)
Science 277, 55-60]. La angiopoyetina 1 puede tener un efecto sinérgico con el VEGF
en las Uttimas etapas de |a neo-angiogénesis [AsaharaT. Circ. Res.(1998) 233-2401. Los
experimentos de inactivacion génica y las manipulaciones transgénicas de la expresién
de Tie2 o de Ang1 dan lugar a animales que presentan defectos de vascularizacion
[D.J. Dumont et al. (1994) Genes Dev. 8, 1897-1909 y C. Suri (1996} Cell 87, 1171-
1180]. La unidn de Angl a su receptor da lugar a la autofosforilacion del dominio
guinasa de Tie2 que es esencial para la neovascularizacion asi como para el
reclutamiento y la interaccién de los vasos con los pericitos y las células musculares
lisas; estos fendémenos contribuyen a la maduracién y a la estabilidad de los vasos
recién formados [P.C. Maisonpierre et al (1997) Science 277, 55-60]. Lin et af (1997) J.
Clin. Invest. 100, 8: 2072-2078 y Lin P. (1998) PNAS 95, 8829-8834, han demostrado
una inhibicién del crecimiento y de la vascularizacidn tumoral, asi como una disminucion
de las metastasis en pulmon, durante infecciones adenovirales o inyecciones del
dominio extracelular de Tie-2 (Tek) en modelos xenograficos de tumor de mama y de
melanoma.

Por las razones que se indican a continuacién, los inhibidores de Tie2 pueden
utilizarse en las situaciones en las que se hace una neovascularizacion o angiogénesis
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de forma inapropiada, es decir, en los canceres en general, pero también en los
canceres particulares tales como el sarcoma de Kaposi o el hemangioma infantil, la
artritis reumatoide, la osteoartritis y/o sus dolores asociados, las enfermedades
inflamatorias del intestino tales como la recto-colitis hemorragica o la enfermedad de
Crohn, las patologias del ojo tales como la degeneracién macular asociada a la edad,
las retinopatias diabéticas, la inflamacién créonica, la psoriasis.

La angiogénesis es un proceso de generacién de nuevos vasos capilares a partir
de vasos pre-existentes. La angiogénesis tumoral (formacion de nuevos vasos
sanguineos), indispensabie en el crecimiento tumeral, es igualmente uno de los factores
esenciales de la diseminacion metastasica (Oncogene, 2003 Mayo 19;22(20):3172-9 ;
Nat Med. 1995 Ene;1(1):27-31.).

Esta nec-vascularizacién se debe a la migracion, a la proliferacion y a la
diferenciacion de las ceélulas endoteliales bajo la influencia de factores angiogénicos
secretados por las células cancerigenas y las células del estroma (Recent Prog Horm
Res. 2000;55:15-35; 35-6).

El sistema angiopoyetina 1 / receptor Tie2 juega un papel preponderante en la
maduracién de los vasos y permite el reclutamiento de células periendoteliales para
estabilizar el vaso (Cell. 1996 Dic 27;87(7):1161-9, Recent Prog Horm Res. 2004;59:51-
71). Asi, se ha mostrado que la administracién de la forma recombinante soluble del
dominio extracelular del receptor Tie-2 (exTek) inhibe la angiogénesis tumoral en los
madelos de tumores murinos asi como el desarrollo metastasico (Pengnian Lin, Jake A.

Buxdon, Ann_ Acheson, Czeslaw Radziejewski, Peter C. Maisonpierre., George D.

Yancopoulos, Keith M. Channon, Laura P. Hale, Mark W. Dewhirst, Samuel E. George,
y Kevin G. Peters, Proc Natl Acad Sci USA. 1998 Jul 21;95(15):8829-34 ; Cecilia Melani

Antonella Stoppacciaro, Chiara Foroni, Federica Felicetti, Alessandra Caré et Mario P,

Colombo, Cancer immuno! Immunother. 2004 Jul;53(7):600-8). En las células
endoteliales en cultivo, la estimulacidn de Tie-2 activa la via de la P13 quinasa, las vias
p42/p44 implicadas en la proliferacidn y la migracion celular; la sintesis de PAF (Cell
Signal. 2006 Abr 14; ahead of print) via implicada en la actividad pro-inflamatoria. La
estimulacidn de Tie2 estimula la ruta de la Akt e inhibe la apoptosis (Laura M DeBusk
Dennis E Hallahan, Pengnian Charles Lin, Exp Cell Res. 2004 Aug 1;298(1):167-77)

una ruta de transduccidn conocida por su importancia en la supervivencia celular.

La adicidn de Extek (receptor soluble de Tie2)} inhibe la formacion de pseudo
fubuios de células endoteliales sobre Matrige! {Cecilia Melani, Antonella Stoppacciaro,
Chiara_Foroni, Federica Felicetti, Alessandra Caré et Mario P. Colombo, Cancer

immunol Immunother. 2004 Jul; 53 (7); 600-8. Estos estudios indican que el sistema

C
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Tie-2{Angiopoyetina es necesario durante los primeros estadios de la formacidn de
brotes vasculares en los tejidos adultos y que una funcidn del receptor Tie-2 es
aumentar la supervivencia de células endoteliales durante la formacidon de los vasos
sanguineos. Ademas, la angiopoyetina-1 estimula la proliferacion de las células
endoteliales linfaticas, asi como la linfangiogénesis (desarrollo de los neo-vasos
linfaticos), rutaa de acceso provilegiadas para el desarrollo metastatico (Tohru
Morisada, Yuichi Oike, Yoshihiro Yamada, Takashi Urano, Masaki Akao, Yoshjaki
Kubota, Hiromitsu Maekawa, Yoshishige Kimura, Masako Ohmura, Takeshi Miyamoto,
Shiro Nozawa, Gou Young Koh, Kari Alitalo, y Toshio Suda, Blood. 2005 Jun 15;
105(12): 4649-56).
Entre las enzimas que desempenfian una funcidén en la angicgénesis cabe citar,

igualmente, PDGFRP { (Guzman and Laurence H. Hurley, Univ of Arizona Molecular
Cloning of the Human PDGFR-beta Promoter and Targeting the G-Quadruplex-
Forming Region to Control gene Expression ;Biomedical Drug Discovery,
Genomics/Gentics, Therapeutic), FGFR1 (Somaia Elbauomy Elsheikh, Andrew R
Green,' Maryou BK Lambros, Nicholas C Turner, Matthew J Grainge,® Des Powe," lan
O Ellis, and Jorge S Reis-Filho, FGFR1 amplification in breast carcinomas: un analisis
de hibridacion cromoegénica in situ; FLT1 (Shibuya M (2007). "Vascular endothelial
growth factor receptor-1 (VEGFR-1/Ft-1): & dual regulator for angiogenesis.”
Angiogenesis 8 (4): 225-30; discussion 231 y VEGFR3 (Tamela, T . et al Blocking
VEGFR-3 suppresses angiogenic sprouting and vascular network formation, Nature
454, 656-660 (20058).

Los procesos de angiogénesis juegan asi un papel preponderante en la
progresién de numerosos tumores sdlidos. Ademas, se ha mostrado que la probabilidad
de aparicibn de metéstasis aumenta muy fuertemente con el aumento de la
vascularizacion del tumor primario (Br J. Cancer. 2002 Mayo 20 ; 86 (10): 1566-77.

El papel potencial de los agentes pro-angiogénicos en las leucemias y linfomas se ha
documentado igualmente y mas recientemente. En efecto, de manera general se ha
descrito que los clones celulares en estas patologias pueden destruirse bien de forma
natural por el sistema inmunitario, bien bascular en un fenotipo angiogenico que
favorece su supervivencia y a continuacion su proliferacién. Este cambio de fenotipo se
induce por una sobreexpresion de factores angiogénicos, principalmente por los
macréfagos y/o una movilizacion de estos factores a partir de la matriz extracelular
{Thomas DA, Giles FJ, Cortes J, Albitar M, Kantatjian HM. , Acta Haematol, (2001), vol
207, pp106-190.
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Existe una correlacién entre el proceso de angiogénesis de la médula osea y las
"enfermedades extramedulares” en las Cm! {leucemia mielomonocitica cronica, chronic
myelomonocytic leukemia). Diferentes estudios demuestran que la inhibicion de la
angiogénesis podria representar una terapéutica preferente en esta patologia (Leuk
Res. 2006 Ene; 30 (1): 54-9 ; Histol Histopathol. 2004 oct. ;19(4). 1245-60. Ademas, se
ha sugerido especialmente gque la activacién del sistema Tie2/angiopoyetina esta
implicada en el desarrollo de la angiogénesis de la médula dsea en pacientes que
padecen mieloma multiple (Blood. 2003 Jul 15; 102 (2): 638-45.

Determinacion de la actividad de los compuestos — Protocolos experimentales

1. KDR

El efecto inhibidor de tos compuestos se determina en un ensayo de fosforilacion
de sustrato in vitro por una técnica de centelleo (placa de 96 pocillos de tipo basico
Flash Plate).

El dominio citoplasmatico (residuos 790 a 1356) de la enzima KDR humana se
clond en forma de fusién GST en el vector de expresion baculovirus pFastBac. La
proteina se expreso en células SF21, se purificdé y activd por autofosforilacién. El
sustrato se compone de los residuos 658 a 850 de la PLC expresada y purificada en
forma de proteina de fusién GST.

La actividad quinasa de KDR se mide en el tampén MOPS 20 miM, MgCI2 10
mM, MnCI2 10 mM, DTT 1mM, pH = 7,4. Los compuestos se diluyen inicialmente en
DMSO al 100% vy, seguidamente, se preparan en solucidn 10X en DMSO al 30% -
tampén al 70%. Se depositan 10 pl de solucién 10X y, después, 70 Wl de tampdn que
contiene 150 ng (1,6 pmol) de enzima KDR a 4°C. La reaccion se inicia agregando 20 pl
de solucién que contiene 2 pg (41 pmol) de sustrato PLCy, 0,5 uCi de y*P[ATP] y ATP 2
uM frio. La placa se agita. Después de 30 minutos de incubacidn a 37°C, s retira el
tampén de incubacion y se lavan los pocillos tres veces con 300 pl de PBS. Se mide la
radiactividad en cada pocillo usando un contador de radiactividad Trilux-pwallac.

El ruido de fondo se determina por la medicion de la radiactividad en cuatro
pocillos diferentes que contienen el ATP (marcado radiactivamente y frio) v el sustrato,
en ausencia de enzima y de compuesto, La actividad de control se mide en cuatro
pocillos diferentes que contienen todos los reactivos, pero en ausencia del compuesto.

La inhibicidn de la actividad KDR con el compuesto de la invencidn se expresa
en porcentaje de inhibicion de la actividad control determinada en ausencia del
compuesto.

2. Tie2
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El efecto inhibidor de los compuestos se determina en un ensayo de fosforilacion
de sustrato in vitro por una técnica de centelleo (placa de 96 pocillos de tipo basico
Flash Plate).

La secuencia que codifica Tie2 humana, correspondiente a los aminoécidos del
dominio intracelular 774-1124, se introdujo en un vector de expresion baculovirus
pFastBacGT en forma de proteina de fusidon GST. GST-Tie2 se purificd y activd por
autofosforilacién. E! sustrato se compone de los residuos 658 a 850 de la PLC
expresada y purificada en forma de proteina de fusién GST.

Se midio la actividad quinasa de Tie2 en un tampén MOPS 20mM pH 7.4, que
contiene MgCl, 10 mM, MnCl; 10 mM, DTT 1 mM. Los compuestos se diluyen
inicialmente en DMSO al 100% vy, seguidamente, se preparan en solucién 10X en
DMSO al 30%, tampén al 70%. Se depositan 10 pl de solucion 10X y, después, 70 ul de
tampdn que contiene 100 ng (1,5 pmol) de enzima Tie2 a 4°C. La reaccion se inicia
agregando 20 pl de solucién que contiene 2 pg {41 pmol) de sustrato PLCy, 0,5 pCi de
v“P[ATP] y ATP 2 uM frio. La placa se agita. Después de 30 minutos de incubacion a
37°C, s retira el tampdn de incubacidn y se lavan los pocillos tres veces con 300 pi de
PBS. Se mide la radiactividad en cada pocillo usando un contador de radiactividad
Trilux-pWallac.

Bl ruido de fondo se determina por la medicidn de la radiactividad en cuatro
pocilios diferentes que contienen el ATP (marcado radiactivamente y frio) y el sustrato,
en ausencia de enzima y de compuesto. La actividad de control se mide en cuatro
pocillos diferentes que contienen todos 1os reactivos, pero en ausencia del compuesto.

La inhibicion de la actividad Tie2 se calcula y expresa en porcentaje de
inhibicidn respecto a la actividad control determinada en ausencia de compuesto.
3. Rastreo de moléculas mediante medicién por marcaje radiactivo de la

actividad de fosforilacion de quinasa FLTI en presencia de sustrato PFCy,

La actividad quinasa de FLT1 se mide de la misma manera que la inhibicién de
Tie2 con una mezcla de reaccidn compuesta por 70 uL de tampdn quinasa que
contiene 13 nM de enzima FLT1 por paocillo

La inhibicion de la actividad FLT1 se calcula y expresa en porcentaje de
inhibicion con respecto a la actividad control determinada en ausencia de compuesto.

El porcentaje de inhibicion correspondiente a cada concentraciéon de moléculas
se calcula de ia forma siguiente:

% inhibicién = (media de las CPM de los pocillos tratados — media de las CPM de
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los pocillos contralados) / {CPM de los pocillos no tratades- media de los CPM
de los controles} x 100

4. .Rastreo de moléculas mediante medicioén por marcaje radiactivo de la

actividad de fosforilacién de quinasa PDGFR en presencia de sustrato PLCy

El ensayo se lleva a cabo de forma paralela al efectuado con la enzima FLT1,
utilizando en lugar de 13 nM de Fit1; 16 nM de enzima PDGFR, y en |as placas de 96
pocillos se mezclan 18 pl de Enzima GST-PDGFR a 4 mg/ml (para una pureza del 80%)
lote VLT802

5. .Rastreo de moléculas mediante medicién por marcaje radiactivo de la

actividad de fosforilacién de quinasa FGFR en presencia de sustrato PLCy

El ensayo se lleva a cabo de forma paralela al efectuado con la enzima FLT1,
utilizando en lugar de 13 niM de Fit1; 27 nM de enzima FGFR, y en las placas de 96
pocillos se mezclan 18 pl de Enzima GST-FGFR a 1,1 mg/m! (para una pureza del
100%): (lote JCE3666)

Resultados:

Los compuestos de los ejemples de la invencién presentan una concentracion que
inhibe el 50 % de la actividad de la quinasa que estd comprendida generalmente entre
0,1 nMy 2 uM sobre KDR y/o TIE2, preferentemente comprendida entre 0,1 nM y 500
hM, y més preferentemente comprendida entre 0,1 nM y 50 nM. Los valores de la

tabla 1, a continuacién, se proporcionan como ilustracion.

KDR | Tie2 | PDGFRp | FGFR1 | FLT1 | VEGFR3

COMPUESTOS | ! M | M| o
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[0023] Los compuestos segln la invencién han sido objeto de ensayos

farmacoldgicos que permiten determinar su aclaramiento hepatico.

Evaluacion del aclaramiento intrinseco de los compuestos, utilizando
hepatocitos humanaos: Protocolo experimental

Observacion: El ensayo in vitro descrito a continuacion sobre células del
higado hurmano se utiliza para predecir un parametro farmacocinético importante: el
metabolismo hepatico de un compuesto determinado cuando se administra a un ser
humano.

Condiciones de cultivo:

Las incubaciones de las preparaciones crioconservadas de hepatocitos
humanos ( d'IVT: IVT-TLN-180608 procedentes de In Vitro Technologies, Inc,
Baltimore, Maryland, EEUU., y de las preparaciones frescas de hepatocitos humanos (de
Biopredic: HEP200239) se llevaron a ¢abo en placas que comprenden 48 pocillos
recubiertas de colageno.

Condiciones experimentales

Las cinéticas se pusieron en marcha por la adicidn, en el medio de cultivo, de
los compuestos a una concentracion final de 5 pM, en ausencia o presencia de
ketoconazol 10uM (inhibidor de CYP3A4). El volumen de incubacién es de 100 L, la
duracién de incubacion es de 0 - 24 horas (puntos cinéticos habituales: 0-05-1-2 -
4 -6-8-—24 horas).

Las cinéticas se detuvieron por adicion de acetonitrilofagua, con

corticoesterona como patrén estandar interno. Las células se desprendieron vy,
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seguidamente, se lisaron. Se combinaron los medios intracelulares y extracelulares y
se congelaron (- 20°C) con el fin de conservarios hasta el analisis LC-MS/MS.

Método analitico de LC-MS/MS:

Los medios intracelulares y extracelulares combinados se descongelaron, se
5 sometieron a ultrasonidos, se agitaron con vértex y se centrifugaron a 3000g durante
20 minutos. Los sobrenadantes se inyectaron y analizaron por LC-MS/MS.

Tratamiento de datos v "clasificacion”

* La velocidad in vitro inicial se calculd para os metaboiitos especificos de los
citocromos P450 y se expresd en nmolthora/millon de células.

10 V = [concentracion a T (n) - concentracion a T (n-1)} /[T (n) - T (n-1)}
El aclaramiento intrinseco se determin6 y expresé en ml/hora/milién de células
Clint = dosis/AUC0-24h
Dosis = cantidad en T (0) (nmoles/millon de células)

AUCO-24h: calculada por WinNonlin, con un andlisis no compartimentai,
15 representando como modelo una inyeccion intravenosa de tipo bolo

La clasificacion del aclaramiento intrinseco se definid de la forma siguiente:
Cliy < 0.040 ml.hr".10® células: aclaramiento intrinseco intermedio
0.040Cky < 0.120 mt.hr".10° células: aclaramiento intrinseco débil
Cli: 0.040 ml.hr”,10°® cétulas: aclaramiento intrinseco elevado
20 Informacion demografica sobre el donante:
Preparaciones de hepatocitos humanos crioconservados:
D'IVT : « IVT, grupo TLN: Vardn, caucasico, 25 afios
Preparaciones de hepatocitos humanos frescos:
De Biopredic : - HEP200239 : Mujer, desconocida, 58 aftos

25 En este ensayo, el valor de aclaramiento intrinseco del compuesto descrito en
el Ejempio 1 es de 0,057 ml/hora/miion de células (valor clasificado como intermedio
con escasa variabilidad inter-individual).

En este ensayo, el valor de actaramiento intrinseco de! compuesto descrito en
el Ejemplo 2 es de 0,055 ml/hora/milldn de células (valor clasificado como intermedio
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con escasa vartabitidad inter-individual).

[0024] Se llevaron a cabo otros ensayos, consistentes en medir la actividad in vivo de
los compuestos seglin la invencion sobre tumores del colon.

[0025} Esta aclividad sobre los tumores de! colon de los compuestos segtin ia
invencién se estudié en el melanoma B16. Como comparacién, se analizd el producto
de! Ejemplo 19 de la solicitud WO08065282.

La eficacia de un producto se puede determinar in vivo por diferentes criterios:
se la puede determinar por el porcentaje de inhibicion tumoral %T/C, que representa
la relacion entre el peso medio de los tumores de! grupo tratado (T) y et peso medio
de los tumores del grupo de contro! (C) el dia 12 6 13 de tratamiento. Se considera
que un producto es activo cuando la refacion T/C es menor que 42%, v que un
producto posee una elevada actividad antitumoral cuando la relacion T/C es menor
que 10%. (Corbett TH and coll., Cancer Research, 42, 1707-1715 (1982).

Para poner de manifiesto la eficacia de un compuesto, se puede determinar
también el log10 de célutas destruidas, que se determina segdn la formula siguiente:

logqq de tas células muertas = T-C {dias)y/3,32 X Ty

en fa que T - C representa el periodo de crecimiento de las células, que es el tiempo
medio, en dias, para que los tumores del grupo tratado (T) y los tumores del grupo de
control (C) hayan alcanzado un valor predeterminado (750 mg por ejemplo) y Td

representa el tiempo, en dias, necesario para que se dupligue el volurmen del tumor
en los animales de control {T.H. CORBETT et coll., Cancer, 40, 2660.2680 (1977);
F.M. SCHABEL et coll., Cancer Drug Development, Part B, Methods in Cancer
Research, 17, 3-51, Nueva- York, Academic Press Inc. (1979)]. Un producto se

considera activo si logqg de las células muertas es superior ¢ igual a 0,7. Un producto

se considera muy activo si el logqg de las células muertas es superior a 2,8.

La eficacia de los compuestos sobre ios tumores solidos puede determinarse
experimentalmente de la siguiente forma:

Los animales usados en el experimento, por lo general ratones hembras
C57BL/6, reciben injertos bilaterales por via subcutdnea de 30 a60 mg de un
fragmento de tumor humano B 16 (Referencia del tumor.) el dia 0. Los animales que
portan los tumores se distribuyen aleatoriamente antes de ser sometidos a los

diversos tratamientos y controles. En el caso de tratamiento de tumores de la
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presente invencion, se inicié el tratamiento en un estadio precoz, es decir, 3 a 4 dias
después de! impiante. Los animales que han sido sometidos a tratamiento con los
compuestos presentaron un peso de aproximadamente 20 g. Los animales portadores
de tumores se sometieron igualmente a los mismos tratamientos con el excipiente
solamente, con el fin de poder disociar el efecto toxico del excipiente de! efecto propio
de la guimioterapia sobre el tumor. La administracion de los compuestos se llievd a
cabo por via oral a las dosis indicadas en las tablas, y con los excipientes indicados
en las tablas, con una doble administracidn diaria. Esta forma de administracion se
practicé durante 8 a 11 dias, segtn los estudios, después del implante del tumor.

Los tumores se miden dos o tres veces por semana hasta que el tumor
alcanza aproximadamente 2 g o hasta la muerte del animai si éste sobrevive antes de

que el tumor alcance 2 g. Se hace la autopsia de los animales durante su sacrificio.

La actividad antitumoral se determina en funcién de diferentes parametros
registrados.

A modo de ejemplo, en las tablas siguientes se ofrecen los resultados
obtenidos con los compuestos segn la invencion utilizados a su dosis dptima.

[0027} De esta forma, la invencién tiene como objeto medicamentos que comprenden
un compuesto de la férmula (I}, o una sal de adicidon de este titimo a un acido
farmacéuticamente aceptable.

[0028] Segun otro de sus aspectos, la invencion se refiere a compuestos de la
férmula (1) para su aplicacion como medicamento en el tratamiento del céncer. Los
compuestos segln la invencidn pueden utilizarse, por lo tanto, para la preparacion de
medicamentos, en particular de medicamentos inhibidores de la angiogénesis.

[0029] Estos medicamentos son aplicabies en terapéutica, especialmente en el

tratamiento de tumores cancerosos, en particular de tumores sdlidos.

[0030] Segun ofro de sus aspectos, la presente invencion se refiere a composiciones
farmacéuticas gue comprenden, como principio activo, un compuesto segun la
invencion. Estas composiciones farmacéuticas contienen una dosis eficaz de al
menos un compuesio segun la invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable, de

dicho compuesto, asi como al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Dichos excipientes se eligen segun la forma farmacéutica y el modo de
administracion deseado, entre los excipientes habituales que son conocidos por el
experto en la técnica.



10

15

20

25

30

25

[0031] En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para la
administracién oral, sublingual, subcutanea, intramuscular, intravenosa, tépica, local,
intratraqueal, intranasal, transdérmica o rectal, el principio activo de farmuia (1)
anterior, o su sal, puede administrarse en forma unitaria de administracién, mezclado
con excipientes farmacéuticos clasicos, a los animales y a los seres humanos para el
tratamiento de los trastornos o enfermedades anteriores.

[0032] Las formas unitarias de administracién apropiadas comprenden las formas por
via oral, tales como comprimidos, cdpsulas blandas o duras, polvos, granuios y
soluciones o suspensiones orales, formas de administracion sublingual y bucal,

formas de administracion transdérmica, subcutdnea, intramuscular o intravenosa.

[0033] Como ejemplo, una forma unitaria de administracién de un compuesto segun la

invencion en forma de comprimido puede comprender los siguientes componentes:

Compuesto segun la invencién 50,0 mg
Manitol 223,75 mg
Croscaramelosa sodica 6,0 mg
Almidén de maiz 15,0 mg
Hidroxipropil-metilcelulosa 2,25 mg
Estearato de magnesio 3,0mg

[0034] Por via oral, la dosis de principio activo administrada por dia puede alcanzar
1200 mg/kg, en una o varias tomas.

[0035] Puede haber casos particulares en los que sean apropiadas dosificaciones
més altas o mas bajas; no estando dichas dosificaciones fuera del alcance de la
invencion. Segun la practica habitual, la dosificacién apropiada para cada paciente la
determina el médico segin el modo de administracién, el peso y la respuesta de dicho
paciente.

[0036] La presente invencidn, segun otro de sus aspectos, se refiere igualmente a un
metodo de tratamiento de las patologias indicadas anteriormente que comprende la
administracién, a un paciente, de una dosis eficaz de un compuesto segun la
invencion, o de una de sus sales aceptables farmacéuticamente.



EVALUACION DEL EJEMPLO 1 CONTRA EL MELANOMA MURINO PRECOZ B16

Comp p.o. | Dosifi . ) P dio det t o | TC Log de
(dia d en mg/kg/ Dosis Muerte debida al | %BWC (dia del ese:\:\eg,‘:l deia ;J;“" TiCen % dias '7;0 células | ¢ entarios
race total en | producto (dia de la | Nivel minimo) intervalo) dia13 m destruidas
administracién) adm ( ) 9 I
mglkg muerte) totales
Ejemplo 1 160.0 3178b 0/5 2,3 (6) 23 (0-89) 2 6.8 2.6 HDT activo
Dias 4-14 (2x/d)® 99 19660 o5 -1.0 (5) 72 (0-75) 5 6.2 2.3 jactivo
62 12320 0/5 +1,8 (5) 128 (75-273) 10 6.2 23 |activo
Dia 4-14 44 B 0/5 +10.6 (15) 686 (243-1418) 51 - - |inactivo
Excipiente .
PO 414 (2x/65) 0/10 +11.9 (15) 1334 (496-1650°)

BCM-1948. Tiempo para la duplicacién del tumor = 0,8 dias. Formulacion: Ejemplo 1 = 98% PEG200, 2% PS80. Abreviaturas utilizadas: BWC=
vartacién del peso corporal, HNTD= méaxima dosis no téxica, HDT = dosis méxima ensayada. * Una vez al dia para los dias 9y 10. ® | a dosis se

redujo accidentalmente en 7% el dia 7. ¢ Calculado sobre 9 ratones, debido a una muerte accidental el dia 8.

p.o. = per os

92

b



EVALUACION DEL EJEMPLO 2 CONTRA EL MELANOMA MURINO PRECOZ B16

Compuesto p.o. : o TIC en Log de
(dia de Dosif;::‘a(’:ijn Dosis Muerte debida al %.BWIC (dia del :Jens‘:rr:zd:g:jzll TiCen% dias d‘;é"“'a_:a Comentarios
n m i 'vel min v o i I
administracion) en mglkgra f:{;;é" pmdu:v:?e(:; de la nivel minimo} | 42 11 (intervalo) dia1l 750mg | g lsotr:les
Ejemplo 2 160.0 2560.0 | 6/6(10,2j11,13, 2d14) | -26,5 (13) - - - - Téxico
Dia 3-10 HNTD activo
992  |1587,2 /6 -8,1(11) 0(0-14) 54 1,8 )
{2x/d) activo
61.5 984 0/6 +3,9 (1) 46 (0-95) 5.0 1,7
Dia 3-10 44.0 352.0 0/6 +6,6 (11) 201 (23-822) 27 3,0 1.0 |activo
Excipiente
0/10 +9,3(11) | 736 (222-1328)
PO 3-10 (2x/d)

BCM-1979. Tiempo para la duplicacion del tumor = 0,9 dias. Tiempo medio para que los tumores del grupo de excipiente alcancen 740 mg = 11,9
dias. Formulacién: Ejemplo 2 = 20% labrasol,5% solutol,75% glucosa,5% en agua. Abreviaturas utilizadas: BWC= variacién del peso corporal,

HNTD= maxima dosis no téxica, HDT = dosis maxima ensayada.

p.0. = peros

EVALUACION DEL EJEMPLO 19 DE WO08065282 CONTRA EL MELANOMA MURINO PRECOZ B16

12



Log de
. e o . o . Peso medio del tumor | T/Cen% | VC©e" | células
Compuesto'(:ila de Dosificaciéon | pesis dM;zﬂel %BWC (dia del nivel en mg, el dia 12 en dias destruid | Comentarios
acion) en mg/kg total en eblda al minimo) interval dial12
mglkg producto (dia (intervalo) 750 mg as
de la muerte) totales
Ejemplo 18 de
Jemp 120,0 2354.3b orre +8.3 (14) 441 (270-594) 29 42 1.2 |HDT activo
WO008065282
p-o. 3-13 (2x/d)° 74.4 158830 orre +10,6 (14) 459 (394-949) 30 36 1,0 |activo
46.1 98408 07 -0,0 (4) 849 (576-1093) 56 - - |inactivo
Excipiente -
0/10 +18,3 (14) 1522 (1000-1762)
p.o. 3-13 (2x/d)®

BCM-17565. sTiempo para la duplicacién del tumor = 1,1 dias. Formulacion: Ejemplo 3 = Captisol 40% en agua, pH3.

Duraci6n del tratamiento: ejemplo 3 = 11 dias. Abreviaturas utilizadas: HDT = dosis maxima ensayada. ® E! dia 3, los ratones fueron tratados una vez

al dia. ® la dosis total se reevalud por HPLC después de la dosificacién de la solucién madre los dias 3, 4 y 11 a 13. © Una muerte accidental, eficacia

calculada en 6 animales.

4
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que responde a la formula (1)

CF
0 H
HzN N 0
/ )-
N N X
N N
H H
F

X representa cloro o fltor,

3

enla que ;

en el estado de base o de sal de adicién a un acido.

2. Compuesto de férmula (1) segln la reivindicacion 1, caracterizado por que X
representa cloro, en estado de base 0 de sal de adicién a un acido.

3. Procedimiento de preparacion de un compuesto de férmula {f) segiin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que se hace reaccionar el
compuesto siguiente

en presencia de diisopropil-etilamina en un medio inerte y, en una segunda etapa, se
desprotege la amina con acido para-toluenosulfonico.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado por que el medio inerte
es un medio aprotico apolar, preferentemente tetrahidrofurano.
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5. Compuesto de formula

en donde X representa clore o fidor.

6. Compuesto de formula

CF

\ o
O‘OJ N{ ) N)\_u X
/ N H
F

en donde X representa cloro o fluor,

3

7. Medicamento, caracterizado porque comprende un compuesto de férmuia (1)
segin una cualquiera de 'as reivindicaciones 1 a 2, 0o una sal de adicion de este

compuesto a un acido aceptable farmacéuticamente.

10 8. Composicion farrnacéutica, caracterizada por que comprende un compuesto de
férmula (I) segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este compuesto, asi como al menos un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

9. Compuesto de la formula {1}, segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

15 2, para su aplicacion como medicamento en el tratamiento del cancer.
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Resumen:

La invencién se refiere los derivados de pirazoles de la formula general (1) en la que: en
donde X representa cloro o flior. Procedimientc de preparacidon y aplicacion en
terapéutica.
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