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DESCRIPCION
Metabolitos de N-(4-{[6,7-bis(metiloxi)quinolin-4-ilJoxi}fenil)-N’-(4-fuorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida
Campo técnico

[0001] Esta descripcion se refiere a metabolitos de N-(4-{[6,7-bis(metiloxi)quinolin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil)
ciclopropano-1,1-dicarboxamida, un inhibidor de c-Met.

Antecedentes

[0002] Tradicionalmente, las mejoras espectaculares en el tratamiento del cancer estan asociadas con la
identificacion de agentes terapéuticos que actlan a través de mecanismos novedosos. Un mecanismo que puede
ser explotado en el tratamiento del cancer es la modulacion de la actividad de proteina quinasa porque la
transduccion de sefiales a través de la activacion de la proteina quinasa es responsable de muchas de las
caracteristicas de las células tumorales. La transduccién de sefiales de proteina quinasa es de particular relevancia
en, por ejemplo, canceres de tiroides, gastrico, de cabeza y cuello, pulmén, mama, préstata y colorrectal, asi como
en el crecimiento y proliferacion de células tumorales cerebrales.

[0003] Las proteinas quinasas se pueden clasificar como de tipo receptor o de tipo no receptor. Las tirosina quinasas
de tipo receptor se componen de un gran numero de receptores transmembrana con diversa actividad
biologica. Para una discusion detallada de las tirosina quinasas de tipo receptor, véase Plowman et al, DN & P 7 (6):
334-339, 1994. Dado que las proteinas quinasas y sus ligandos juegan papeles criticos en diversas actividades
celulares, la desregulacion de la actividad enzimatica de las proteinas quinasas puede conducir a propiedades
celulares alteradas, tales como el crecimiento celular no controlado asociado con el cancer. Ademéas de las
indicaciones oncolégicas, la sefalizacion de quinasa alterada esta implicada en numerosas otras enfermedades
patolégicas, incluyendo, por ejemplo, trastornos inmunolégicos, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
inflamatorias y enfermedades degenerativas. Por lo tanto, las proteinas quinasas son dianas atractivas para el
descubrimiento de farmacos de molécula pequefia. Las dianas particularmente atractivas para la modulacién de
molécula pequefia con respecto a la actividad antiangiogénica y antiproliferativa incluyen los receptores de tirosina
quinasa de tipo Ret, c-Met, y VEGFR2.

[0004] La quinasa c-Met es el miembro prototipico de una subfamilia de receptores de tirosina quinasas
heterodiméricos (RTK), que incluyen Met, Ron y Sea. El ligando enddgeno para c-Met es el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), un potente inductor de la angiogénesis. La unidon de HGF a c-Met induce la activacion del
receptor a través de la autofosforilacion que resulta en un aumento de la sefializacién dependiente del receptor, que
promueve el crecimiento celular y la invasion. Los anticuerpos anti-HGF o antagonistas de HGF han demostrado ue
inhiben la metéastasis tumoral in vivo (ver Maulik et al, Cytokine & Growth Factor Reviews, 2002, 13, 41-59). Se ha
demsotrado la sobreexpresion de c-Met, VEGFR2 y/o Ret en una amplia variedad de tipos de tumores, incluyendo
de mama, colon, renal, pulmén, leucemia mieloide de células escamosas, hemangiomas, melanomas y tumor
astrocitico (que incluye glioblastoma, glioblastoma de células gigantes, gliosarcoma y glioblastoma con componentes
oligodendrogliales). La proteina Ret es un receptor transmembrana con actividad de tirosina quinasa. Ret esta
mutado en la mayoria de las formas familiares de cancer medular de tiroides. Estas mutaciones activan la funcién
guinasa de Ret y la convierten en una forma oncogénica.

[0005] Por consiguiente, los compuestos de molécula pequefia que inhiben, regulan y/o modulan especificamente la
transduccion de sefiales de quinasas, particularmente incluyendo Ret, c-Met, y VEGFR2 descritos anteriormente,
son particularmente deseables como medio para tratar o prevenir estados de enfermedad asociados con la
proliferacién celular anormal y la angiogénesis. Una de dichas moléculas pequefias es XL184, conocida también
como N-(4-{[6,7-bis(metiloxi)quinolin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida y por el nombre
cabozantinib (COMETRIQ™), que es la sal L-malato de cabozantinib. Cabozantinib tiene la estructura quimica:

En noviembre de 2012, cabozantinib logré la aprobacion regulatoria en los Estados Unidos para el tratamiento del
cancer medular de tiroides metastasico progresivo. Otros ensayos clinicos de cabozantinib estan en curso.

[0006] El documento WO 2005/030140 describe la sintesis de cabozantinib (Ejemplo 48) y también da a conocer la

actividad terapéutica de esta molécula para inhibir, regular y/o modular la transduccion de sefiales de quinasas,
(ensayos, la Tabla 4, entrada 289). El ejemplo 48 esta en el parrafo [0353] en el documento WO 2005/030140.
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[0007] Sigue habiendo una necesidad para identificar compuestos que exhiban un perfil de actividad similar a
cabozantinib.

Caracteristicas de la invencién

[0008] Estas y otras necesidades se satisfacen mediante la presente invencion, que se dirige a los metabolitos de
cabozantinib, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, que son los compuestos seleccionados de:
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en el que GA es un resto de acido glucurénico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0009] De manera mas general, se describe en el presente documento un metabolito que es un compuesto de
formula la

SOe
Rz\o // N/
R3 Ry

Ia

gue tiene uno o mas de los siguientes atributos:

a) uno de R1 0 Rz es H, SOsH, o un resto de &cido glucuronico, y el otro es Me;
b) Rz es OH u OSOzH;

c) Rs es O, siempre que cuando Rs es O, N es N*;

d) Rs es OH u OSOsH; y

e) Re es OH u OSOsH.

[0010] También se describe en el presente documento de forma mas general un metabolito que es un compuesto de

féormula Ib
H
e S
0 2 O ©
R
2~ // I"vl/
R3 Re
Ib
en el que:

a) R1 0 R2 son Me; o uno de R1 0 Rz es H, SOsH, o un resto de &cido glucurdnico, y el otro es Me;
b) Rz es H, OH u OSOsH;

¢) R4 esta ausente o es O, siempre que cuando Rz es O, N es N*; y

d) Res es H 0 Me.

[0011] También se describe en el presente documento de forma mas general un metabolito que es un compuesto de
formula Ic:

H H R

R 5]

LY Y ]
Rr~0" X

a) Rs es OH u OSOsH; y
b) Re es OH u OSOsH; y
¢) R7 es H, SOzH, o un resto de &cido glucurénico.

[0012] En un aspecto, la descripcion se refiere a un metabolito aislado de cabozantinib que tiene la formula Ia, Ib, o
Ic.

[0013] En un ejemplo, el metabolito de cabozantinib descrito en este documento se selecciona entre:
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en la que GA es un resto de acido glucurdnico tal como en, por ejemplo,
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[0014] También se describe en el presente documento un compuesto que se selecciona entre:
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en la que GA es un resto de &cido glucuronico.
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[0015] En otro aspecto, la descripcién se dirige a un procedimiento de tratamiento de enfermedades o trastornos
asociados con actividades celulares no controladas, anormales y/o no deseadas,
procedimiento administrar, a un mamifero en necesidad del mismo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto que es un metabolito de la cabozantinib. En un ejemplo, el metabolito se selecciona entre:
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0016] En otro aspecto, la invencién esta dirigida a una composicién farmacéutica que comprende un metabolito de
cabozantinib que es un compuesto seleccionado de:
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

[0017] En otro aspecto, la invencién esta dirigida a un procedimiento para identificar un metabolito de cabozantinib,
que comprende:

detectar o medir un nivel o concentraciéon de un metabolito de la N-(4-{[6,7-bis(metiloxi)quinolin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-
fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida en una muestra de tejido o fluido corporal de un mamifero al que se ha
administrado cabozantinib;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729 626 T3

en el que el metabolito se selecciona entre entre el grupo que consiste en:
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en la que GA es un resto de acido glucurénico

[0018] De manera mas general, en el presente documento se describe un procedimiento para identificar un

metabolito de cabozantinib, que comprende:
administrar cabozantinib a un mamifero;

detectar o medir un nivel o concentracién de un metabolito de cabozantinib en un mamifero en los tejidos o fluidos

corporales del mamifero;
en el que el metabolito se selecciona del grupo que consiste en:
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en la que GA es un resto de &cido glucuronico.

[0019] Los compuestos pueden utilizarse adicionalmente en otros procedimientos; por ejemplo, en procedimientos
de bioensayo para determinar la actividad inhibidora de quinasa de los compuestos de ensayo o como patrones
internos en procedimientos relacionados.

Descripcion detallada de la invencion

[0020] En un aspecto, la presente invencién se refiere a metabolitos de cabozantinib, en particular metabolitos
humanos. Por lo tanto, los metabolitos pueden ser referidos en lo sucesivo como "metabolitos humanos”. Los
metabolitos humanos de cabozantinib incluyen metabolitos de cabozantinib que se formaron en los cuerpos de los
sujetos humanos después de la ingestién o aplicaciéon de cabozantinib de acuerdo con los protocolos clinicos en
relacién con la dosificacion y el seguimiento, incluyendo los descritos en el presente documento. En varios casos, el
término abarca especies moleculares formadas in vivo, tanto si la especie es incluso o no detectada o analizada en
un ensayo particular. También se contempla que algunos metabolitos son Unicos para individuos particulares,
reflejando diferente composicién genética y la presencia y la actividad de diversas enzimas, incluyendo citocromo
P450 y enzimas UGT, que estan implicadas en el metabolismo. Por lo tanto, los metabolitos humanos abarcan todos
los dichos metabolitos formados en el cuerpo humano.

[0021] Algunos metabolitos humanos se representan en el Esquema 1. Se identificaron estos metabolitos humanos

durante los estudios clinicos de cabozantinib, que aparece como compuesto | en el Esquema 1, mediante perfiles
metabdlicos, en particular de plasma humano, orina y heces.
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[0022] En varios casos, los metabolitos de cabozantinib, incluyendo los representados en el Esquema 1, se aislan de
tejidos y fluidos corporales, y/o se preparan sintéticamente de acuerdo con procedimientos disponibles para el
experto en la materia. Puede llevarse a cabo una variedad de procesos de separacion sobre muestras de tejido y de
fluidos para proporcionar muestras para su posterior analisis, tales como resonancia magnética nuclear,
cromatografia de gases (CG), cromatografia liquida (CL) y espectrometria de masas. En estas muestras, los
metabolitos estan contenidos en composiciones que carecen esencialmente de la presencia de cualquiera de los
otros metabolitos. La presencia de los metabolitos se puede cuantificar mediante procedimientos fisicos, tales como
la medicion de la desintegracion nuclear de los isétopos radiactivos, la medicién del indice de refraccion, la
ionizacion de llama, la ionizacién y la deflexion en campos magnéticos, ultravioleta (absorcion UV), y similares.

[0023] En varios casos, los metabolitos humanos se proporcionan en formas cristalinas o en solucién que tienen
considerables grados de pureza. Estan disponibles rutas sintéticas organicas para preparar los compuestos en forma
pura relativa, por ejemplo, en purezas del 80 por ciento o superior, 90 por ciento o superior, 95 por ciento o superior,
0 99 por ciento o superior. La recristalizacion y otros procedimientos de purificacion pueden llevarse a cabo para
proporcionar compuestos que son esencialmente 100 por ciento puros. Tales procedimientos de sintesis y técnicas
de purificacion son conocidas en la técnica.

[0024] En varios casos, los metabolitos se proporcionan en forma sustancialmente pura. "Sustancialmente pura"
significa que los metabolitos son suficientes puros paea la aprobacion de la FDA y esencialmente no contienen
contaminantes u otros materiales. Alternativamente, "sustancialmente pura" significa un nivel de impureza que no
afecta adversamente o inaceptablemente las propiedades de los compuestos con respecto a la seguridad, la
eficacia, estabilidad y otras propiedades deseables.

[0025] En un ejemplo, en e presente dosucmento se describen metabolitos aislados tal como se representan en el
Esquema 1. En este y otros casos, el metabolito se selecciona entre:
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en la que GA es un resto de acido glucurénico.

[0026] Mas particularmente, el metabolito se selecciona entre:
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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[0028] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

- N
o
~o N

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0029] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

HO5SO

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0030] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

’ . OSOH
vy
o) © 0 F
O SN
~o N7

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0031] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0032] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

15
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0033] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

HO

P

=0 N

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0034] En otra realizacion particular, el metabolito aislado es

H
N OH
o 0O O
QO =
2
HO5S0 N

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0035] Los procedimientos descritos en este documento incluyen administrar cabozantinib o un metabolito de
cabozantinib a un mamifero, tal como un ser humano, y detectar metabolitos midiendo el nivel de concentracion de
uno de los metabolitos en los tejidos o fluidos corporales del mamifero. Los fluidos corporales incluyen, sin limitacién,
plasma sanguineo, bilis, orina y heces, mientras que los tejidos incluyen, sin limitacion, microsomas del higado,
hepatocitos e higados perfundidos. En varios casos, los metabolitos se marcan isotopicamente con varios is6topos
para ayudar en la deteccién o cuantificacién de los metabolitos en los tejidos o fluidos corporales. Por lo tanto, los
metabolitos incluyen los que se marcan con *C o 3H (tritio) con el propdsito de deteccidén o identificacion de
metabolitos particulares de sus productos de desintegracion nuclear. Los metabolitos también incluyen metabolitos
marcados con 3C 02 H (deuterio) para facilitar el andlisis por resonancia magnética nuclear y/o analisis por
espectrometria de masas de los compuestos. Como se usa en el presente documento, deuterado significa sustituido
por deuterio y tritiado significa sustituido con tritio. En varios otros casos, los metabolitos descritos en el presente
documento, tal como se representan en el Esquema 1, también incluyen sus sales, tautomeros, y variantes
marcadas isotopicamente (incluyendo *4C, 13C, 3H o 2H).

[0036] Mas especificamente, en un ejemplo, la descripcion proporciona un procedimiento para identificar un
metabolito de cabozantinib, que comprende:

administrar cabozantinib a un mamifero;

detectar o medir un nivel o concentracién de un metabolito de cabozantinib en un mamifero en los tejidos o fluidos
corporales del mamifero;

en el que el metabolito se selecciona del grupo que consiste en:
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en la que GA es un resto de acido glucuronico. En el procedimiento, los fluidos corporales se seleccionan del grupo
gue consiste en plasma, bilis, orina y heces. En estos y otros procedimientos, los metabolitos se identifican utilizando

técnicas analiticas convencionales, incluyendo marcaje isotépico y HPLC/MS.

[0037] Mas especificamente, el metabolito se selecciona entre:
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[0038] También se describe en el presente documento un procedimiento para modular la actividad in vivo de una
quinasa, que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un metabolito de cabozantinib, que es un

compuesto seleccionado de:
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0 una composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto.

[0039] En un ejemplo, la modulacion de la actividad in vivo de la quinasa comprende la inhibicién de dicha quinasa.

[0040] En otro ejemplo, la quinasa es al menos uno de c-Met, RET, KDR, c-Kit, flt-3, y flt-4.

[0041] En otro ejemplo, la quinasa es c-Met.

[0042] También se describe en el presente documento
trastornos asociados con o actividades celulares incontr

un procedimiento de tratamiento de enfermedades o
oladas, anormales y/ no deseadas, comprendiendo el

procedimiento administrar a un mamifero en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de un
metabolito de cabozantinib, que es un compuesto seleccionado de:
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0 una composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto.

[0043] En un caso particular, el compuesto es

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0044] En otro caso particular, el compuesto es
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0045] En otro caso particular, el compuesto es

HOLS0

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0046] En otro caso particular, el compuesto es

H H 0S0O5H
aory
o) © 0O F
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0047] En otro caso particular, el compuesto es

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0048] En otro caso particular, el compuesto es
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/@N%N\@OSolsH
O O
O F
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729 626 T3

[0049] En otro caso particular, el compuesto es

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0050] En otro caso particular, el compuesto es

o O O

e SN

2
HO5S0 N

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0051] También se describe en el presente documento un procedimiento de cribado para un modulador de una
quinasa, dicha quinasa seleccionada entre c-Met, KDR, RET, c-Kit, flt-3, y flt-4, comprendiendo el procedimiento

combinar un metabolito de cabozantinib que es un compuesto seleccionado de:
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y al menos un agente candidato, y determinar el efecto del agente candidato sobre la actividad de dicha quinasa.

[0052] También se describe en el presente documento un procedimiento para inhibir la actividad proliferativa en una
célula, comprendiendo el procedimiento administrar una cantidad eficaz de una composicion que comprende un
compuesto a una célula o una pluralidad de células, en el que el compuesto es un metabolito de cabozantinib
seleccionado de:
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[0053] También se describe en el presente documento un procedimiento de cribado para un modulador de una
quinasa, dicha quinasa seleccionada entre c-Met, KDR, RET, c-Kit, flt-3, y flt-4, comprendiendo el procedimiento
combinar un compuesto y al menos un agente candidato y determinar el efecto del agente candidato sobre la
actividad de dicha quinasa, en el que el compuesto es un metabolito de cabozantinib seleccionado de:
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[0054] Los metabolitos aislados, tal como se describe anteriormente, que exhiben actividad inhibidora contra c-MET
u otras quinasas, se pueden formular en formas de dosificacion adecuadas para la administracion a seres humanos
u otros mamiferos. En algunos casos, los metabolitos pueden mostrar perfiles toxicol6gicos favorables en
comparacion con la terapia convencional o terapia con cabozantinib.

[0055] Como inhibidores de c-MET, en algunos casos, los metabolitos se usan para tratar el cancer. "Cancer" incluye
tipos de tumores, tales como los tipos de tumores, que incluyen cancer de mama, colon, renal, de pulmoén, leucemia
mieloide de células escamosas, hemangiomas, melanomas, astrocitomas, y glioblastomas, asi como otros estados
de enfermedad proliferativos celulares, que incluyen, pero no limitado a: Cardiaco: sarcoma (angiosarcoma,
fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma), mixoma, rabdomioma, fibroma, lipoma y teratoma; Pulmén:
carcinoma broncogénico (células escamosas, células pequefias no diferenciadas, células grandes no diferenciadas,
adenocarcinoma), alveolar (bronquiolar) carcinoma, adenoma bronquial, sarcoma, linfoma, hanlartoma
condromatoso, inesotelioma; Gastrointestinal: eséfago (carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma,
leiomiosarcoma, linfoma), estdmago (carcinoma, linfoma, leiomiosarcoma), pancreas (adenocarcinoma ductal,
insulinoma, glucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides, vipoma), intestino delgado (adenocarcinoma, linfoma,
tumores carcinoides, sarcoma de Kaposi, leiomioma, hemangioma, lipoma, neurofibroma, fiboroma), intestino grueso
(adenocarcinoma, adenoma tubular, adenoma velloso, hamartoma, leiomioma); tracto genitourinario: rifion
(adenocarcinoma, tumor de Wilm [nefroblastoma], linfoma, leucemia, carcinoma de células renales), vejiga y uretra
(carcinoma de células escamosas, carcinoma de células de transicién, adenocarcinoma), prostata (adenocarcinoma,
sarcoma, carcinoma de células pequefias de la préstata), testiculos (seminoma, teratoma, carcinoma embrionario,
teratocarcinoma, coriocarcinoma, sarcoma, carcinoma de células intersticiales, fibroma, fibroadenoma, tumores
adenomatoides, lipoma); Higado: hepatoma (carcinoma hepatocelular), colangiocarcinoma, hepatoblastoma,
angiosarcoma, adenoma hepatocelular, hemangioma; Hueso: sarcoma osteogénico (osteosarcoma), fibrosarcoma,
histiocitoma fibrosa maligna, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, linfoma maligno (sarcoma de células reticulares),
cordoma tumoral de células gigantes malignas, osteocondroma (exostosis osteocartilaginosas), condroma benigno,
condroblastoma, condromixofibroma, osteoma osteoide y tumores de células gigantes; Sistema nervioso: craneo
(osteoma, hemangioma, granuloma, xantoma, defornians osteitis), meninges (meningioma, meningiosarcoma,
gliomatosis), cerebro (astrocitoma, meduloblastoma, glioma, ependimoma, germinoma [pinealoma], glioblastoma
multiforme, oligodendroglioma, schwannoma, retinoblastoma, tumores congénitos), neurofiboroma de la médula
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espinal, meningioma, glioma, sarcoma); Ginecoldgico: Utero (carcinoma endometrial), cuello uterino (carcinoma
cervical, displasia cervical pretumoral), ovarios (carcinoma de ovario [cistadenocarcinoma seroso,
cistadenocarcinoma mucinoso, carcinoma no clasificado], tumores de células de la granulosa y teca, tumores de
células de Sertoli-Leydig, disgerminoma, teratoma maligno), vulva (carcinoma de células escamosas, carcinoma
intraepitelial, adenocarcinoma, fibrosarcoma, melanoma), vagina (carcinoma de células claras, carcinoma de células
escamosas, sarcoma botrioide (rabdomiosarcoma embrionario], trompas de Falopio (carcinoma); Hematolégico:
sangre (leucemia mieloide [aguda y cronica], leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica,
enfermedades mieloproliferativas, mieloma multiple, sindrome mielodisplasico), enfermedad de Hodgkin, linfoma no
Hodgkin [linfoma maligno]; piel: melanoma maligno, carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas,
sarcoma de Kaposi, nevos displasicos lunares, lipoma, angioma, dermatofiboroma, queloides, psoriasis; y glandulas
adrenales: neuroblastoma; asi como canceres de tiroides, que incluyen cancer medular de tiroides. Por lo tanto, el
término "célula cancerosa", como se proporciona en este documento, incluye una célula afectada por una cualquiera
de las afecciones identificadas anteriormente.

[0056] En un ejemplo, el cancer se selecciona entre cancer de ovario, cancer de préstata, cancer de pulmén, cancer
medular de tiroides, cancer de higado, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, cancer de hueso, cancer
hematoldgico, cancer de piel, cancer de rifién, cancer de mama, cancer de colon y cancer de trompas de Falopio.
[0057] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de ovario.

[0058] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de prdéstata.

[0059] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de pulmon.

[0060] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer medular de tiroides.

[0061] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de higado.

[0062] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer gastrointestinal.

[0063] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de pancreas.

[0064] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de hueso.

[0065] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer hematolégico.

[0066] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de piel.

[0067] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de rifion.

[0068] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de mama.

[0069] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es el cancer de colon.

[0070] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de Falopio.

[0071] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de higado, en el que el cancer de higado es carcinoma
hepatocelular, colangiocarcinoma, hepatoblastoma, angiosarcoma, adenoma hepatocelular o hemagioma.

[0072] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer gastrointestinal, en el ue el cancer gastrointestinal es
cancer del esofago que es el carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, o leiomiosarcoma; cancer del
estbmago que es carcinoma o linfoma;cancer de pancreas que es adenocarcinoma ductal, insulinoma,
gucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides o vipoma; cancer del intestino delgado que es adenocarcinoma,
linfoma, tumores carcinoides, sarcoma de Kaposi, leiomioma, hemagioma, lipoma; o cancer del intestino grueso que
es adenocarcinoma, adenoma tubular, adenoma velloso, hamartoma o leiomioma.

[0073] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer del pancreas, en el que el cancer de pancreas es
adenocarcinoma ductal, insulinoma, gucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides o vipoma.

[0074] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de hueso, en el que el cancer de hueso es
osteosarcoma, fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, sarcoma de células
reticulares malignas, mieloma mdltiple, cordoma de tumor de células gigantes malignas, exostosis osteocartiliginosa,
condroblastoma, condromixofibroma u osteoma osteoide.

[0075] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer hematoldgico, en el que el cancer hematolégico es la
leucemia mieloide, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, enfermedades mieloproliferativas,
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mieloma mdltiple o sindrome mielodisplasico.

[0076] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de piel, en el que el cancer de piel es melanoma
maligno, carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas o sarcoma de Kaposi.

[0077] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es un tumor renal o carcinoma de células renales.
[0078] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es cancer de mama.

[0079] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es un tumor de cancer de colon.

[0080] En otro ejemplo, la enfermedad o trastorno es carcinoma de trompa de Falopio.

[0081] Alternativamente, o adicionalmente, los metabolitos pueden administrarse a sujetos o animales de ensayo
gue no tengan ninguno de los estados de enfermedad anteriormente mencionados con el propésito de estudiar los
efectos no farmacolégicos, tales como efectos secundarios, toxicidad, metabolismo, absorcion, biodisponibilidad y
vias de excrecion.

[0082] En varios casos, los metabolitos se administran mediante cualquier via adecuada incluyendo oral, rectal,
intranasal, intrapulmonar (por ejemplo, por inhalacién), o parenteral (por ejemplo, intradérmica, transdérmica,
subcutanea, intramuscular o intravenosa). La administracion oral se prefiere en algunas realizaciones, y la dosis
puede administrarse con o sin alimentos, es decir, en el estado de ayuno o no en ayunas. Los ejemplos no limitantes
de formas de dosificacion incluyen comprimidos no recubiertos o recubiertos, capsulas, polvos, granulos,
supositorios, soluciones, ungiientos, cremas y sprays.

[0083] Las formulaciones adecuadas para administracion oral se preparan como unidades discretas, tales como
capsulas, pildoras o comprimidos, conteniendo cada uno una cantidad predeterminada del principio activo; como un
polvo o granulos; como solucion o una suspension en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; 0 como una
emulsion liquida de aceite-en-agua; o una emulsion liquida agua-en-aceite. El principio activo también puede
presentarse como un bolo, electuario o pasta.

[0084] Un comprimido se fabrica mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada el principio activo en una
forma de flujo libre, tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un aglutinante, lubricante, diluyente
inerte, conservante, tensioactivo o agente dispersante. Los comprimidos moldeados pueden prepararse moldeando
en una maquina adecuada una mezcla del principio activo en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los
comprimidos pueden estar opcionalmente recubiertos o ranurados y opcionalmente se formulan de manera que
proporcionen una liberacion lenta o controlada del principio activo del mismo. En un ejemplo, la hidrélisis acida del
medicamento se evita mediante el uso de un recubrimiento entérico.

[0085] Un recubrimiento entérico es un medio de proteccion de un compuesto de la descripcién con el fin de evitar la
exposicion de una porcidn del tracto gastrointestinal, por lo general el tracto gastrointestinal superior, en particular el
estébmago y el eséfago, al compuesto de esta descripcién. De esta manera, el tejido de la mucosa gastrica esta
protegido contra indices de exposicién a un compuesto de la descripcidon que producen efectos adversos, tales como
nauseas; y, alternativamente, un compuesto de la descripcién esta protegido de las condiciones presentes en una o
mas partes del tracto gastrointestinal, tipicamente el tracto gastrointestinal superior.

[0086] Las formulaciones adecuadas para administracion topica en la boca incluyen pastillas de chupar que
comprenden el principio activo en una base aromatizada, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que
comprenden el principio activo en una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia; y enjuagues
bucales que comprenden el principio activo en un portador liquido adecuado.

[0087] Las formulaciones para administracion rectal pueden presentarse como un supositorio con una base
adecuada que comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un salicilato.

[0088] Aunque es posible que los principios activos sean administrados solos, puede ser preferible presentarlos
como formulaciones farmacéuticas. Las formulaciones, tanto para uso veterinario como para uso humano,
comprenden al menos un principio activo, como se define anteriormente, junto con uno o mas portadores aceptables
y que comprenden, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos. El portador o portadores deben ser "aceptables"
en que son compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y son fisiolégicamente inocuos para el receptor
de los mismos.

[0089] En varios casos los compuestos se formulan en un sistema portador. Tales sistemas son conocidos e
incluyen aglutinantes, cargas, conservantes, disgregantes, reguladores de flujo, plastificantes, agentes humectantes,
emulsionantes, dispersantes, lubricantes, disolventes, agentes retardantes de la liberacion (incluyendo
recubrimientos entéricos), antioxidantes y gases propulsores. Especialmente cuando se formula para la
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administracion a seres humanos, los agentes activos se combinan preferiblemente con al menos un portador
farmacéuticamente aceptable. Tales portadores son conocidos e incluyen, sin limitacion, derivados de celulosa,
polietilenglicol y polimeros de N-vinilpirrolidona. Las formas de administracion comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de los compuestos, que constituyen desde 0,1% a aproximadamente 90% en peso de la
forma de dosificacion.

[0090] Los compuestos de la presente descripcion se formulan con portadores y excipientes convencionales, que se
seleccionaran de acuerdo con la practica ordinaria. Los comprimidos contendran excipientes, deslizantes, cargas,
aglutinantes y similares. Las formulaciones acuosas se preparan en forma estéril y, cuando se destinen para
administracion diferente a la administracion oral, seran generalmente isotonicas. Todas las formulaciones
contendran opcionalmente excipientes, tales como los expuestos en el "Handbook of Pharmaceutical Excipients"
(1986). Los excipientes incluyen acido ascorbico y otros antioxidantes, agentes quelantes, tales como EDTA,
carbohidratos, tales como dextrina, hidroxialquilcelulosa, hidroxialquilmetilcelulosa, acido estearico y similares.

[0091] Las formulaciones incluyen las adecuadas para las vias de administracién anteriores. Las formulaciones
pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse mediante cualquiera
de los procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. Las técnicas y formulaciones en general se
encuentran en Remington Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, Pa.). Tales procedimientos
incluyen la etapa de poner en contacto el principio activo con el portador que constituye uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto de manera uniforme e intima el
principio activo con portadores liquidos o portadores solidos finamente divididos o ambos, y después, si es
necesario, dando forma al producto.

[0092] En una realizacién particular, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un metabolito de cabozantinib que es un compuesto seleccionado de:
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

[0093] Los compuestos descritos en este documento pueden fabricarse de acuerdo a los procedimientos disponibles
para experto. Por ejemplo, tal como se representa en el Esquema 2, se puede utilizar la quimica de péptidos para
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fabricar los fenoles C-1 y C-2 a partir de las correspondientes aminas y acidos carboxilicos. Estan disponibles una
variedad de procesos y reactivos para lograr tales transformaciones y se describen, por ejemplo, en Tetrahedron 61
(2005) 10.827-10.852. Un ejemplo representativo se representa en el Esquema 2, en el que el agente activador es
cloruro de tionilo, cloruro de oxalilo o similares. El correspondiente cloruro de acido reacciona con el compuesto A o
B, respectivamente, para proporcionar fenol C-1 o C-2. La posterior reacciéon de fenol C-1 o C-2 con un agente de
sulfatacion, tal como acido clorosulfénico o complejo de triéxido de azufre-trimetilamina, en presencia de una base,
tal como trietilamina, hidroxido de metal alcalino o similar, puede proporcionar el hidrégenosulfato correspondiente
2b o 2a, respectivamente.

Esquema 2
Agente activador
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[0094] El compuesto A se prepar6 de acuerdo con el Esquema 3. La bencilacion de A-1 usando un haluro de bencilo
o similar proporciona A-2 protegido con bencilo. La nitracion de A-2 utilizando una mezcla de acido nitrico y acido
sulfirico proporciona A-3. La reduccién del grupo nitro en A-3 a la amina A-4 puede realizarse usando condiciones
de reduccion nitro estandar, tales como el hierro y acetato de amonio. La ciclacién de A-4 con formiato de etilo y un
alcéxido, tal como metéxido de sodio, proporciona A-5. La conversion de A-5 en el cloruro correspondiente usando
oxicloruro de fésforo proporciona A-6. La reaccién de A-6 con 4-amino fenol proporciona A-7, que se desprotege con
acido metano sulfénico para proporcionar el compuesto A.
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Esquema 3
0 0 2
MeO BnX,Base  MeO H MeO
— _—
HO BnO HNO, BnO NO,
A1 A2 A3
0 OH
MeO NaOMe MeO POCI
Fe, NH,OAc o \: s .
BnO NH, JOL BrO N
H” o™
A4 A5
NH,
Cl
MeO X, -Bu-OK, DMF, 1250— . 0 MeSOaH, TFA
Me
HO BnO N*
A6 AT
8]
MeQ x¥
o
HO N

A

[0095] De manera similar, el compuesto B se preparé de acuerdo con el Esquema 4. La desmetilacion de B-1
proporciona B-2. La bencilacion del B-2 usando un haluro de bencilo BNX, en el que X es Br Cl o I, o similar
proporciona B-3 protegido con bencilo. La nitracion de B-3 utilizando una mezcla de acido nitrico y acido sulfarico
proporciona B-4. La reduccion del grupo nitro en B-4 a la amina B-5 se puede realizar usando condiciones de
reduccion nitro estandar, tales como el hierro y acetato de amonio. La ciclacién de B-5 con formiato de etilo y un
alcéxido, tal como met6xido de sodio, proporciona B-6. La conversion de B-6 en el cloruro correspondiente usando
oxicloruro de fosforo proporciona B-7. La reacciéon de B-7 con 4-amino fenol proporciona B-8, que se desprotegio
con acido metano sulfénico para proporcionar el compuesto B.
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Esquema 4
o]
MeO MeO MeO
H* Fe, NH.OAG_ :@\)k NaOMe
—_—
HNQ,
B-5
OH Cl
BnO N POCl;  BnO \, tBu-OK, DMF, 125C
———
o P NH,
MeO N MeO N /@’
B-6 B-7 HO
0/@ MeSO3H, TFA (o)
BnO N HO X
-~ e
B-8 B

[0096] Los fenoles 13 y 16 se pueden preparar de manera similar a partir del compuesto 7, la sintesis del cual se da
a conocer en el documento WO 2005/030140 como Ejemplo 73. Por lo tanto, en el Esquema 5, el acoplamiento de 7
con 2-amino-5-fluorofenol (CAS Reg. No. 53981-24-1) proporciona 13. El acoplamiento de 7 con 5-amino-2-
fluorofenol (CAS reg. No. 100367-48-4) proporciona 16.

Esquema 5
NH,

H

N\HXH,OH on
/©/ 0O 0 Agente activador F OR
0 - 13 0 16
-9 X NH,
- P OH
0 N

[0097] Los fenoles 13 y 16 se pueden convertir facilmente a los sulfatos correspondientes 9 y 12 representados en el
Esquema 1 usando, por ejemplo, un agente de sulfatacion, tal como complejo de trimetil amina y triéxido de azufre,
en presencia de un hidroxido fuerte, tal como hidréxido de potasio, hidréxido de sodio, o similares, o usando acido
clorosulfénico en presencia de una base amina, tal como trietilamina.
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[0098] Los fenoles 15a y 15b se pueden preparar mediante el empleo de un procedimiento similar que se da a
conocer en el documento WO 2005/030140 para la preparacion del Ejemplo 43. Asi, en el Esquema 6, el
acoplamiento de fenol C (Ejemplo 38 en el documento WO 2005/030140) con triflato D (Ejemplo 33 en el documento
WO 2005/030140), o cloruro de A-6 (Ejemplo 32 en el documento WO 2005/030140) proporciona E que, a
continuacion, se desprotege bajo condiciones de hidrogendlisis catalizada por Pd para proporcionar el compuesto
15. De manera similar, la reaccion de fenol C con triflato F o cloruro B-7 proporciona G, que se somete a
deproteccion con O-bencilo para proporcionar el compuesto 15b.

Esquema 6
H H
“wxr“
rrrC.
HO F
c
2,6-lutidina, calor
F (X =0TY
A-6 (X =Cl) B-7 (X =Cl)
H H
1200 jenstel
o o !
ol e! . F
BnO SN
~~
E MeQ N G

| O rac.con | 0 poc o
Jenanet Jengaet

MeO N HO ~

s
HO N/ i15a MeO N 15b

[0099] EI N-6xido 19 se puede preparar mediante la reaccion de cabozantinib con un agente oxidante, tal como, por
ejemplo un peréxido, un peracido, o similares. En un ejemplo, el agente oxidante es perborato de sodio
tetrahidratado.

[0100] Los siguientes ejemplos no limitantes pretenden ilustrar la invencion.

Ejemplos

Identificacion de metabolitos de cabozantinib

[0101] El objetivo de este estudio fue perfilar e identificar metabolitos de cabozantinib en el plasma humano, la orina
y las heces. Las muestras de plasma, orina y heces se recogieron de un estudio de balance de masas de
cabozantinib después de una sola administracién oral de 175 mg de cabozantinib (sal de L-malato) que contiene
[*4C] cabozantinib (100 pCi) en sujetos masculinos sanos.

Disefio del estudio y toma de muestras de plasma, or  inay heces

[0102] Ocho sujetos masculinos participaron en el estudio, y cada sujeto recibié una dosis oral Unica de 175 mg de
cabozantinib (sal de L-malato) que contenia [1*C] -cabozantinib (100 uCi). Las muestras de plasma, orina y heces se
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recogieron de los 8 sujetos para el perfilado de metabolitos.

Las muestras de plasma se recogieron antes de la dosis, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 14, 24, 72, 168, 336, 504 y 648 horas
después de la dosis; se recogieron muestras de orina antes de la dosis, 0-8 horas, 8-24 horas, a intervalos de 24
horas hasta 480 horas después de la dosis, y en intervalos mayores de 48 horas desde 504 a 1152 horas después
de la dosis; y las muestras de heces se recogieron antes de la dosis, a intervalos de 24 horas hasta 480 horas
después de la dosis, y a intervalos superiores a 48 horas desde 504 hasta 1152 horas después de la dosis. Todas
las muestras se enviaron a QPS LLC (Newark, DE) y se almacenaron a -70°C. Se us6 HPLC/MS en tandem
acoplado con un detector de flujo (RFD) para el perfilado de metabolitos y la identificacién de las muestras con
niveles suficientes de radiactividad.

[0103] La recogida de fracciones de HPLC seguido del recuento con TopCount NXT™ se utilizé para
radiocuantificacion de muestras de plasma con niveles suficientes de radiactividad. Tres procedimientos (3) de HPLC
se utilizaron en este estudio para separar cabozantinib y sus metabolitos. El procedimiento de HPLC 1 se us6 para el
andlisis de muestras de orina y fecales agrupadas y muestras de plasma individuales de diferentes puntos de
tiempo. El procedimiento de HPLC 2 se utilizé para el analisis de muestras de plasma a partir de un estudio de
interaccion farmaco-farmaco para buscar posibles metabolitos que pueden coeluir con sulfato de cabozantinib. El
procedimiento de HPLC 3 se utilizd para las muestras de plasma agrupadas.

[0104] Se analizaron muestras seleccionadas para el plasma, la orina y las heces de 6 sujetos para cabozantinib y
metabolitos y se decribieron.

[0105] Las muestras de 2 sujetos fueron utilizados para el estudio de investigacion.
Articulo de prueba

[0106] El articulo de prueba para este estudio fue una mezcla de [**C] cabozantinib y cabozantinib. El asterisco
indica la posicién del marcaje [**C]. El cabozantinib marcado con [**C] se preparé como se indica en el documento
WO 2005/030140, excepto que se utilizé 4-amino fenol marcado con [**C] en lugar de 4-amino fenol no marcado. El
4-amino fenol marcado con [**C] esta disponible comercialmente como la sal clorhidrato, por ejemplo, de Hartmann
Analytic, American Radiolabeled Chemicals, o Fisher Scientific.

Patrones quimicos generales y de referencia

[0107] El &cido férmico y acetato de amonio se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). El
acetonitrilo (marca B & J, libre de carbonilo, para aplicaciones sensibles a rastrear aldehido y cetona), agua (marca
B & J, para CG, HPLC y espectrofotometria) y metanol (grado HPLC) se adquirieron de Fisher Scientific (Pittsburgh,
PA). El agua tipo | se generd usando un sistema de purificacion de agua Elgastat UHQ PS. Los patrones de
metabolitos no radiomarcados (producto de escisién de fluoroanilina, sulfato de cabozantinib y cabozantinib N-6xido)
fueron proporcionados por Exelixis, Inc.

Recogida de muestras biolégicas

[0108] Las muestras de plasma, orina y heces se recogieron a partir de un estudio de balance de masas de
cabozantinib después de una sola administracion oral de 175 mg de cabozantinib (sal de L-malato) que contenia
[*4C] cabozantinib (100 uCi) en sujetos masculinos sanos. Las muestras se enviaron desde Celerion (Lincoln, NE) a
QPS LLC (Newark, DE) en hielo seco y se almacenaron a -70°C hasta su analisis. Las muestras de 6 sujetos fueron
utilizadas para la obtencion de perfiles, identificacion y radiocuantificacion de metabolitos. Las muestras de plasma
de 2 sujetos solamente se utilizaron en un estudio puente como parte de la investigacion de coelucion de
metabolitos.

Preparacion de la muestra y recuperacién radioactiva de plasma humano
[0109] Para la obtencion de perfiles, identificacion y radiocuantificacion de metabolitos, las muestras de plasma
radiomarcadas individuales recogidas a las 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 14, 24, 72, 168, y 336 horas después de la dosis se

procesaron y se analizaron para 6 sujetos. Para la investigacion de coelucién de metabolitos, las muestras de
plasma no radiomarcado de seis sujetos se agruparon, se procesaron y analizaron para la predosis, 1-7, 8-96, y 120-
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336 horas después de la dosis. Para conectar los datos de metabolitos de muestras de plasma no radiomarcadas a
muestras de plasma radiomarcadas a partir del estudio de balance de masas humano, las muestras de plasma con
[**C] de 0-168 horas después de la dosis para cada uno de los seis sujetos también se agruparon mediante el
procedimiento de agrupacion de Hamilton, se procesaron y se analizaron mediante radiocuantificacion. Las
muestras de plasma con [**C] de 1-168 horas después de la dosis para dos sujetos se combinaron (volumen igual),
se procesaron y se analizaron.

Procedimiento inicial de extraccién de plasma y recu peracion

[0110] Dos muestras de plasma de un sujeto (4 y 72 horas después de la dosis) se utilizaron para la extraccién
inicial y la determinacion de recuperacion. La radiactividad total para cada muestra de plasma en el estudio de
balance de masas fue proporcionada por Exelixis, Inc., y se defini6 como 100%. Después de descongelar las
muestras bajo una campana biologica, se afadieron dos alicuotas de 0,5 ml de cada muestra de plasma a 3
volimenes (1,5 ml) de MeOH:ACN (20:80, v/v) y se agitd en vortice (5 min). Las mezclas se centrifugaron a 2.000
rpm durante 10 minutos, y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios. Los residuos se extrajeron con dos de
3 volumenes adicionales de MeOH:ACN (20:80 v/v).Las mezclas se centrifugaron y se combinaron los
sobrenadantes. Las alicuotas se analizaron mediante un contador de centelleo liquido 2900 TR(LSC) (Packard
Instruments, Meridian, CT). La recuperacion de la extraccion se calculé de la siguiente manera:

Recuperacioén de extraccion (%) = (DPM en el sobrenadante/DPM en muestra de plasma) x 100

[0111] Los sobrenadantes de la extraccion se evaporaron a sequedad bajo una corriente de nitrégeno en un bafio de
agua a temperatura ambiente. Los residuos se reconstituyeron en 0,35-0,5 ml de MeOH:ACN:agua (10:20:70,
v/vlv). Las muestras reconstituidas se centrifugaron a 15.000 rpm durante 10 minutos y las alicuotas se analizaron
por LSC para la recuperacion de la reconstitucién.

Recuperacion por reconstitucion % =  (DPM en solucion de reconstitucion/DPM en sobrenadate) x 100
Preparacion de la muestra de plasma

[0112] Las muestras de plasma radiomarcadaa y no radiomarcados se extrajeron empleando el mismo
procedimiento utilizando muestras de plasma de 1,0-2 ml, dependiendo del volumen disponible y del nivel de
radiactividad de las muestras. Los sobrenadantes se evaporaron a sequedad bajo una corriente de nitrégeno en un
bafio de agua a temperatura ambiente y los residuos se reconstituyeron en 0,35-0,5 ml de MeOH:ACN:agua
(10:20:70, v/viv). Las muestras reconstituidas se centrifugaron a 15.000 rpm durante 10 minutos. Se inyectaron
alicuotas de los sobrenadantes en el sistema de HPLC para el andlisis.

Preparacion de la muestra y recuperacion radioactiva de orina humana

[0113] Las muestras de orina agrupadas de un sujeto (0-72, 168-192, y 312-336 horas después de la dosis) se
liofilizaron por triplicado (cada una 4 ml) y los residuos se reconstituyeron en 1 ml de agua:ACN:FA (80:20:0,1,
v/vlv). La radiactividad en orina agrupada y solucién reconstituida se cont6é usando LSC y se calcul6 la recuperacion
de la reconstitucion. Para la obtencion de perfiles, identificacién y radiocuantificacion de metabolitos, se analizaron
muestras de orina antes de la dosis y 3 agrupadas (0-72 horas, 168-192 horas, y 312-336 horas después de la
dosis) de cada uno de los seis sujetos. Cada muestra de orina agrupada se liofilizo, el residuo se reconstituy6 en
agua:ACN:FA (80:20:0,1, v/viv) y la muestra reconstituida se centrifugdé a 15.000 rpm durante 10 min antes del
andlisis.

Preparacion de la muestra y recuperacioén radiactiva de orina humana

[0114] Para evaluar la recuperacion de la extraccion de muestras de heces, se descongelaron dos muestras de
homogeneizado fecal de un sujeto bajo una campana biolégica. Se pesaron con precisidon aproximadamente 5,5-6 g
de homogeneizado fecal para la extraccion. Se afiadieron quince ml de ACN:MeOH (80:20) a los homogeneizados
fecales. Las mezclas se agitaron en vortice durante 3 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. Los
sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios. El procedimiento de extraccion se repiti6 dos veces mas. Se
combinaron los sobrenadantes de las tres extracciones. La radiactividad en los sobrenadantes combinados se
determin6 mediante LSC. La recuperacién de la extraccién se calculd usando la siguiente férmula:

Recuperacion de extraccion (%) = (DPM en el sobrenadante/DPM en homogeneizado fecal) x 100
[0115] EI sobrenadante se concentrd bajo una corriente de nitrégeno a temperatura ambiente y los residuos se
reconstituyeron en MeOH:ACN:agua (10:20:70). Las alicuotas de solucién de reconstitucién se contaron con LSC

para la recuperacion de la reconstitucion.

Recuperacion por reconstitucion % =  (DPM en solucion de reconstitucion/DPM en sobrenadate) x 100
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Recuperacion global (%) = Recuperacion de extraccion (%) x Recuperacion por reconstitucion (%)/100

[0116] Para obtener perfiles, identificacion y radiocuantificacion de metabolitos, se extrajeron muestras antes de la
dosis y de 3 muestras fecales agrupadas (0-72, 168-192, y 312-336 horas después de la dosis) de cada uno de los
seis sujetos mediante los mismos procedimientos para la recuperacion de la extraccion. Los sobrenadantes se
secaron bajo una corriente de nitrégeno y los residuos se reconstituyeron en agua:ACN:FA (80:20:0,1, v/v/v). Las
muestras reconstituidas se centrifugaron a 15.000 rpm durante 10 min antes del andlisis.

Recuperacion en columna de HPLC

[0117] La recuperacion en columna de HPLC se llevé a cabo para demostrar que todos los componentes radiactivos
se eluyeron con eficacia de la columna utilizando el procedimiento de HPLC 1. Las alicuotas de muestras de orina
(sujeto 1042, 24-48 horas después de la dosis) se inyectaron en el sistema de HPLC con o sin una columna, y los
eluyentes de 0-30 minutos se recogieron en tubos de centrifuga limpios de 50 ml. Los pesos de eluyente de cada
inyeccion se obtuvieron después de la recogida y se contaron las alicuotas por duplicado (1 ml) usando LSC. El valor
promedio de los recuentos se utilizé para calcular la radiactividad total contenida en el eluyente recogido con o sin
una columna instalada.

Recuperacion en columna (%) = (DPM en eluyente con la columna/DPM en eluyente sin Columna) x 100

[0118] EI procedimiento 3 de HPLC se utilizé para plasma agrupado solamente y la recuperacion en columna no se
realizé debido al volumen limitado de la muestra disponible.

Sistemas HPLC/MS/RFD y HPLC-Radio Andlisis

[0119] El sistema para la obtencion de perfiles y la identificacion de metabolitos (HPLC/MS/RFD) consistia en un
automuestreador HTC PAL, una bomba Surveyor HPLC, un espectrémetro de masas de atrapamiento de iones LTQ
lineal, y un RFD 3-RAM Modelo 3. Los datos obtenidos mediante espectrometria de masas y RFD se procesaron por
software Xcalibur y Laura Lite 3, respectivamente. El eluyente de HPLC se dividié entre RFD y espectrometro de
masas con una relacion de 3 a 1. Los siguientes datos son el resumen de las condiciones para HPLC, espectrometro
de masas, y RFD.

Procedimiento 1 HPLC/MS/RFD

[0120]
HPLC Surveyor HPLC Pump
- Tipo de columna Phenominex Synergi Polar RP. 4,6 x 250 mm, 4 pm
- Fases moviles A. H20 con 0,1% FA
B. ACNcon 0,1% FA
Programa de gradiente Tiempo (min) A% B%
80 20
2 80 20
22 30 70
23 5 95
27 5 95
28 80 20
34 80 20
- Flujo 800 pl/minuto
- Tiempo de andlisis 34 minutos
Espectrometria de masas Thermo Finnigan LTQ Linear lon Trap
- Flujo de gas envolvente 50 unidades
- Flujo de gas auxiliar 20 unidades
- Flujo de gas de barrido 10 unidades
- Voltaje de la pulverizacién 5 kV para ESI+; 4,3 kV para ESI-
de iones
- Temperatura capilar 300°C
- Voltaje capilar 22 V para ESI+; -9 kV para ESI-
- Voltaje de la lente del tubo 80 V para ESI+; -96 kV para ESI-
- Modo de ionizacién ESI+, ESI-
Detector de flujo radiolégico B-RAM modelo 3
- Radionucleido 14C
- Volumen celular 400 uL
- Coctel de centelleo Ultima-Flo M. Perkin Elmer

- Proporcién céctel/flujo HPLC ~ 3:1
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HPLC
- Tipo de columna
- Fases moviles

Surveyor HPLC Pump

Phenominex Synergi Polar RP. 4,6 x 250 mm, 4 um

C. H20con0,1% FA
D. ACN con 0,1% FA

Programa de gradiente Tiempo (min) A% B%
0 80 20
2 80 20
40 35 65
42 5 95
a7 5 95
48 80 20
55 80 20
- Flujo 800 pl/minuto
- Tiempo de andlisis 55 minutos
Espectrometria de masas Thermo Finnigan LTQ Linear lon Trap
- Flujo de gas envolvente 50 unidades
- Flujo de gas auxiliar 20 unidades
- Flujo de gas de barrido 10 unidades
- Voltaje de la pulverizacion 5 kV
de iones
- Temperatura capilar 300°C
- Voltaje capilar 22V
- Voltaje de la lente del tubo 80V
- Modo de ionizacion ESI+
Procedimiento 3 HPLC/MS
HPLC Surveyor HPLC Pump
- Tipo de columna Water Xbridge phenyl 4,6 x 150 mm, 3,5 pm
- Fases moviles E. H20con 0,1% FA
F. ACN con 0,15% FA
Programa de gradiente Tiempo (min) A% B%
0 80 20
2 80 20
40 30 70
42 5 95
47 5 95
48 80 20
55 80 20
- Flujo 800 pl/minuto
- Tiempo de andlisis 55 minutos

Espectrometria de masas
- Flujo de gas envolvente
- Flujo de gas auxiliar
- Flujo de gas de barrido
- Voltaje de la pulverizacion
de iones
- Temperatura capilar
- Voltaje capilar
- Voltaje de la lente del tubo
- Modo de ionizacién

Thermo Finnigan LTQ Linear lon Trap
50 unidades

20 unidades

10 unidades

5 kv

300°C
22V
80V
ESI+

[0121] El sistema de HPLC-MS para MS de alta resolucion consistia en un HPLC Michrom Bioresources Paradigm
MS4B y un espectrometro de masas Thermo LTQ Orbitrap Discovery. Las condiciones cromatograficas y los
parametros de la fuente de iones fueron los mismos que el procedimiento de HPLC 1 para el sistema de LTQ. Los

datos fueron adquiridos con una resolucion de 30000 en modo centroide.

[0122] Se utiliz6 un sistema de HPLC/TopCount NXT™ para la radiocuantificacion de las muestras de plasma. El
sistema consistia en un automuestreador HTC PAL, dos bombas Shimadzu HPLC y un colector de fracciones Foxy
Jr. (Isco, Lincoln, NE). Las fracciones de HPLC recogidas en una placa de 96 pocillos Lumaplate™ se secaron
usando un evaporador personal EZ-2plus (Genevac, Valley Cottage, New York), y las muestras secadas se contaron
mediante el contador por centello y luminiscencia de microplacas TopCount NXT™ (PerkinElmer®). Los datos se
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procesaron utilizando software ProFSA (PerkinElmer®). Los procedimientos de HPLC fueron los mismos que se
describieron anteriormente.

Identificacién de metabolitos

[0123] Los metabolitos que representaban mas del 5% de la radiactividad total o el 5% de la AUC total en la matriz
fueron identificados de acuerdo con el siguiente proceso. Se obtuvieron espectros de masas (MS, MS/MS, y
MS/MS/MS) de cabozantinib y sus patrones de metabolitos, proporcionados por el Exelixis, Inc., en un
espectrometro de masas de atrapamiento de iones. Se propusieron patrones de fragmentos principales. La
identificacion de estos metabolitos se confirmd haciendo coincidir los espectros de masas (MS y MS/MS) vy los
tiempos de retencién con patrones de referencia auténticos. Para otros metabolitos desconocidos, los iones
moleculares se buscaron en cromatogramas CL/MS que operan en modos de ionizaciéon de barrido completo
positivos y negativos en los mismos tiempos de retencién ue los que se encuentran en cromatograma CL-radio. A
continuacion se obtuvieron los espectros de las masas de iones de producto y los espectros de masas de alta
resolucion para los iones moleculares correspondientes. Se propusieron estructuras posibles de metabolitos
basandose en el andlisis de sus patrones de fragmentos de masas.

Cuantificacién de cabozantinib y sus metabolitos

[0124] La cuantificacion de cabozantinib y sus metabolitos en muestras agrupadas o individuales de cada matriz en
diferentes puntos de tiempo o intervalos de tiempo se basé en la integracion de los picos correspondientes que se
encuentran en sus radiocromatogramas. Para muestras de plasma, se calculé el porcentaje de la radiactividad total
en la muestra para cada pico en cada punto temporal se y se conviertié en ng/ml.

[0125] Para la cuantificacion de cabozantinib y sus metabolitos en plasma:
ng/ml = (% de la radioactividad total) x (total ng de equivalentes/ml para el punto de tiempo) /100

[0126] Los valores del total ng de equivalentes/ml se obtuvieron a partir de los resultados del estudio de balance de
masas humano.

[0127] Para las muestras de orina agrupadas, se calculé el porcentaje de la radiactividad total en la muestra
agrupada para cada pico como el % del no original total en las muestras agrupadas:

% del no original total en las muestras agrupadas = (radioactividad total del pico/radiactividad total de los picos
no originales) x 100

[0128] Para las muestras fecales agrupadas, se calcul6 el porcentaje de la radiactividad total en la muestra
agrupada para cada pico como el porcentaje del no original mas original en las muestras agrupadas:

% del no original mas original total en las muestra s agrupadas = (radioactividad total del pico/radiactividad total
de los picos no originales y originales) x 100

[0129] El porcentaje de la radiactividad total en la muestra agrupada para cada pico se convirtio en el porcentaje del
original en las muestras agrupadas:

% de original en las muestras agrupadas = (radioactividad total del pico/radiactividad total del pico original) x 100

[0130] Se ha definido el limite de cuantificacién para un detector de radiactividad como la relacién de sefal a ruido
(de 3 a 1) en el radio-cromatograma. Los limites inferiores de cuantificacion fueron de 10 y 500 dpm para el
TopCount y el detector de flujo radiolégico B-RAM, respectivamente.

Resultados y discusion
Recuperacion radiactiva

[0131] La recuperacion de extraccion inicial se determiné usando muestras de plasma de un sujeto a las 4 horas y
72 horas después de la dosis con tres volimenes de extraccion 3 veces de MeOH:ACN (20:80). Las recuperaciones
de extraccion promedio de radioactividad de las muestras de 4 y 72 horas fueron de 98,43% y 94,99%,
respectivamente. Después de secar y la reconstituciéon en solucion de MeOH:ACN, las recuperaciones de
reconstitucion fueron 92,73% y 85,90%, respectivamente. Las recuperaciones globales fueron 91,27% y 81,60%,
respectivamente.

[0132] Las recuperaciones de orina por centrifugacién determinadas usando muestras de 0-8, 24-48, 72-96, y 120-

144 horas después de la dosis del sujeto varié entre 102% y 104%. La recuperacion por reconstitucion de la orina
después de la liofilizacién fue del 94,7% utilizando muestras combinadas de un sujeto.
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[0133] Para muestras fecales agrupadas de 0-48 horas después de la dosis, la extraccion, la reconstitucion, y
recuperaciones globales fueron 98,48%, 88,80% y 87,37%, respectivamente. Para muestras fecales agrupadas de
120-168 horas después de la dosis, la extraccion, la reconstitucién y recuperaciones globales fueron 85,85%,
87,69% y 75,24%, respectivamente.

[0134] La recuperacion de radiactividad de la columna de HPLC para la muestra de orina fue del 97,05%.

[0135] No se aplicé factor de correccién a la radio-cuantificacion de plasma, orina y hecesde para justificar la
recuperacion.

Obtencién de perfiles de metabolitos

[0136] En un sujeto, el cabozantinib, compuesto 9 (sulfato de cabozantinib), y el compuesto 19 (cabozantinib N-
oxido) fueron los picos principales en los radiocromatogramas. El compuesto 2 (producto de escision fluoroanilina
desmetilado y sulfatado) fue el principal metabolito en muestras de plasma después de 72 horas después de la
dosis. El compuesto de metabolito 7 (producto de escision fluoroanilina) representé uno de los picos menores. Los
compuestos de metabolitos 7, 3 (desmetil cabozantinib glucurénido B), 9 y 10 (éster de metilo de producto de
escisién de fluoroanilina) coeluyeron utilizando el procedimiento de HPLC 1.

[0137] Se recogieron los perfiles de metabolitos de orina humanos representativos, los radiocromatogramas
(utilizando el procedimiento de HPLC 1) de muestras de orina humana de 0-72 horas, 144-192 horas y 288-336
horas después de la dosis de un sujeto. El compuesto de metabolito 6 fue el principal metabolito en muestras de
orina agrupadas 0-72 horas, 144-192 horas y 288-336 horas después de la dosis. Ademas de compuesto 6, los
compuestos de metabolitos 1, 4, 5, 7, y 19 se observaron en la muestra agrupada de 0-72 horas después de la
dosis. Los compuestos de metabolitos 1, 4, 5 y 7 se observaron en la muestra agrupada de 144-192 horas después
de la dosis. Os compuestos de metabolitos 1 y 5 se detectaron en la muestra agrupada de 288-336 horas después
de la dosis. El compuesto original cabozantinib no se observé en muestras de orina.

[0138] Los perfiles de metabolitos fecales humanas representativos, los radiocromatogramas (utilizando el
procedimeinto de HPLC 1) de muestras fecales humanas de 0-72 horas, 144-192 horas, y 288-336 horas después
de la dosis de un Cabozantinib original y el compuesto de metabolito 4, 7, 11, y 15 (incluyendo el compuesto 16) se
observaron en la muestra agrupada de 0-72 horas después de la dosis. Los compuestos de metabolitos 4, 7, 11, 15,
16 y 18 se observaron en la muestra agrupada de 144-192 horas después de la dosis. Los compuestos de
metabolitos 4 y 11 se observaron en la muestra agrupada de 288-336 horas después de la dosis.

Identificacion de metabolitos usando andlisis de HPL C/IMS

[0139] El analisis HPLC/MS de patrones auténticos utilizando el procedimiento de HPLC 1 mostr6 que los tiempos
de retencion de cabozantinib, producto de escision fluoroanilina (compuesto 7), sulfato (compuesto 9), y N-6xido
(compuesto 19) fueron 20,3, 14,4, 16,5 y 23,1 minutos, respectivamente.

[0140] Las muestras de plasma, orina y se analizaron a continuacion mediante HOPLC/MS, y los compuestos se
identificaron en base a sus iones moleculares protonados y los patrones de fragmentacion.

Identificaciéon de metabolitos de cabozantinib y sus metabolitos en plasma humano

[0141] El espectro de masas del pico a aproximadamente 19,1 minutos en el XIC mostré los iones moleculares
protonados a m/z 502. Su espectro de iones del producto mostré grandes fragmentos a m/z 391, 323, y 297, que es
coherente con las del patron de cabozantinib. Los datos de MS se resumen en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Tiempo de retencion del radiocromatograma de HPLC de los metabolitos en muestras de dosis oral
Unica de [ *4C] Cabozantinib

Compuesto Procedimiento HPLC | Tiempo de retencién (min)

Patrones

7 1 14,13

9 1 16,45

| 1 20,26

19 1 23,06
Plasma

1 1 4,13

2a/2b 1 9,33

4 1 11,87

5 1 12,80




10

15

ES 2729 626 T3

6 1 13,47
7 1 14,13
9 1 14,67
[ 1 18,67
19 1 23,47
Orina
1 1 4,13
4 1 11,87
5 1 12,80
6 1 13,47
7 1 14,13
19 1 23,47
Heces
4 1 12,67
7 1 13,47
11 1 16,07
15 1 17,87
[ 1 19,60
18 1 21,03
Muestra agrupada de Hamilton
Plasma
9 3 17,36
Compuesto Procedimiento HPLC Tiempo de retencién (min)
7 3 19,32
8 3 19,32 (hombro)
19 3 25,20
[ 3 37,52
Tabla 2. Datos de MS para los metabolitos utilizand o HPLC
Compuesto Procedimiento de HPLC Tiempo de retencion de | MS /m/z)
HPLC
[ 1 19,10 502
19 1 21,85 518
9 1 15,29 518 (pérdida de SOs del
ione molecular m/z a m/z
598)
7 1 13,36 409
2a 1 10,70 (2a) 473,395 (pérdida de SO3
del ione molecular m/z a
m/z 473)
3 2 15,87 488
8 2 19,43 488
10 2 33,56 423
5 1 13,00 489
6 1 13,39 393
15 1 17,60 488
16 1 17,60 518
13 1 16,45 518
12 1 16,45 518
17 1 18,43 518

Actividad quinasa de metabolitos de cabozantinib

Dilucion de quinasa

[0142] La actividad de quinasa se midio y perfild6 mediante EMD Millipore de acuerdo con la Kinase Profiler Service
Assay Protocols Protoco Guide volumen 57. Los resultados se resumen a continuacion en la Tabla 3. La inhibicién
se indica como ICso con la siguiente leyenda: A = ICso menos de 50 nM, B = IC so mayor que 50 nM, pero menos de
500 nM, C = ICso mayor que 500 nM, pero menos de 5000 nM, y D = ICso mayor que 5000 nM. Dependiendo de la
funcionalidad sobre la quinazolina o quinolina, los compuestos de ejemplo de la descripcion muestran una
selectividad para cualquiera de c-Met, KDR, c-Kit, flt-3 y flt-4. Las abreviaturas para las enzimas enumeradas en la
Tabla 3 se definen de la siguiente manera: c-Met se refiere a receptor quinasa del factor de crecimiento de
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hepatocitos; RET se refiere a quinasa de proto-oncogén RET; KDR se refiere a quinasa de tirosina quinasa del
dominio de insercion; Flt-1 alfa, flt-3, y flt-4, tirosina quinasas similar a fms, representantes de la familia FLK de
receptores tirosina quinasas; y Aurora B MP se refiere a Aurora B quinasa. Cuando un porcentaje aparece en lugar
de un valor ICso, se indica porcentaje de inhibicion a 1 uM. Las celdas vacias en las tablas indican solo la falta de
datos.

Tabla 3. Actividad de quinasa

Compuesto ESTRCUTURA | Patrén Patron Patron Flt-1 Patron Patron Patron
ID MOL c-Met RET KDR alfa Flt-3 Flt-4 Aurora
(IC50) (1C50) (1C50) (IC50) (1C50) (IC50) B MP
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM) (nM) 8pt
(IC50)
(nM)
Cabozantinib A A A A A A
16 A A C A B
13 A A C A B
2a >50% a <25% a <25% a <25% a <25% a 225% a <25% a
1uM 1uM 1uM 1uM 1uM 1uM 1uM
2b
9 275% a 275% a <25% a 250% a 250% a 275% a 275% a
1uM 1uM 1uM 1uM 1uM 1uM 1uM
19 B B C C
7 D D C C

Sintesis de metabolitos y datos estructurales
Acido 6-desmetilo

[0143]

NH2
¢ H
: Iy
QO

HO
1000 I
MeQ ONa MeO\rXH/CI
0 O O O 2)1MNaOH HO X
3) 1 MHCI
~o N7

Acido 6-desmetilo

[0144] En un recipiente, 4-(4-aminofenoxi)-7-metoxiquinolin-6-ol (15,0 g; 53,3 mmol), que se prepar6 de acuerdo con
el Esquema 4, y carbonato de potasio (29,5 g; 213,3 mmol; 4 equiv) se suspendieron en THF (210 ml; 14 vol) y agua
(90 ml; 6 vol) a 20°C. En un recipiente separado, 1-(metoxicarbonil)ciclopropanocarboxilato de sodio (17,71 g; 106,6
mmol; 2 equiv) se suspendié en THF (90 ml; 6 vol). Se afiadi6 DMF (3% mol; 120 pl) y se enfri6 a menos de
15°C. Se afiadié cloruro de oxalilo (2 equiv; 9,34 ml; 106,6 mmol) durante 90 minutos, y la reaccién se envejeci6 2
horas a 10-15°C. La suspension de cloruro de acido se afiadio a la suspension de cabozantinib a lo largo de 2 horas
a 20-25°C y se envejecio al menos 3 horas, después de lo cual el analisis por HPLC mostré una conversion mayor
del 99% a una mezcla del material monocarbonilado y biscarbonilado. La mezcla de reaccién se filtr6 sobre Celite®,
se lavé con THF (30 ml; 2 vol), y las capas se separaron. Se afiadi6 NaOH 1 M (150 ml; 10 vol.) a la capa de THF
superior y la mezcla se calentd a 40°C durante 1 hora, después de lo cual el analisis por HPLC mostré mas de un
99% de producto saponificado. La mezcla se enfrio a 25°C y se separ6 la capa de THF superior. La capa acuosa se
acidificé a pH 3-4 con HCI 1 M para precipitar el producto y se envejecio durante 1 hora. El precipitado se filtr6, se
lavé con agua (90 ml, 6 vol) y se sec6 a vacio con purga de nitrégeno a 50°C para dar un polvo de color gris a
marrén. * H-RMN (DMSO-ds , 400 MHz) & 10,8-11,0 (br s, 1H), 10,7 (s, 1H), 8,65 (d, 6,9 Hz, 1H), 7,81 (d, 9,3 Hz,
2H), 7,67 (s, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,32 (d, 9,3 Hz, 2H), 6,69 (d, 6,9 Hz, 1H), 4,01 (s, 3H), 2,48-2,53 (m, 4H). MS (ESI-)
m/z 393 [MH] ~.

Acido 6-hidrégeno sulfato 6-desmetilo

[0145]
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HO N HO,SO

Acido 6-desmetilo
6-hidrogenosulfato

[0146] Se disolvieron acido 6-desmetilo (120 mg; 0,30 mmol), hidréxido de potasio (118 mg; 2,1 mmol; 7 equiv), y
complejo de triéxido de azufre y trimetil amina (292 mg; 2,1 mmol; 7 equiv) en agua (3 ml; 25 vol) y se calentaron a
70°C durante 2 horas, tras lo cual el andlisis por HPLC mostré una conversion mayor que 99%. La mezcla de
reaccion se enfrié entonces en un bafio de hielo y se acidific gota a gota con H2SO4 ac. 1 N a aproximadamente pH
1. La suspensién se envejecié a 25°C durante 1 hora, se filtro, se lavé con agua (3 ml; 25 vol) y se elimaron las
aguas madres. La torta humeda se lavé con acetona (3 ml; 25 vol) y se sec6 a 35°C a vacio con purga de nitrogeno
durante 24 horas para dar un polvo de color beige.

[0147] Alternativamente, el acido 6-desmetilo (120 mg 0,30 mmol) se suspendié en MeCN (50 vol, 6 ml), y se afiadié
trietilamina (1,27 ml, 9,12 mmol, 30 equiv.) y a continuacion se enfri6 en un bafio de hielo. Se afiadié acido
clorosulfénico (101 pl, 1,52 mmol, 5 equiv.) gota a gota, y la reaccién se calenté a continuacién a 70°C, durante 1
hora, después de lo cual un andlisis por HPLC mostré una conversion mayor del 98 por ciento. La mezcla de
reaccion se enfrié entonces en un bafo de hielo durante 2 horas en el que se formé un precipitado. El precipitado se
separ6 por filtracion, aclarando con MeCN frio (50 vol). A continuacion, la solucion de MeCN se concentrd hasta
aproximadamente 20 vol (aproximadamente 2 ml) y se inactivd con 100 vol de HCI 1 N y se enfri6 en un bafio de
hielo para dar un precipitado fino que se filtr, se lavé con 50 vol de agua y 50 vol acetona, y se secé a 35°C a vacio
con purga de nitrégeno durante 24 horas para dar un polvo de color beige. * H-RMN (DMSO-ds , 400 MHz) & 10,8 (s,
1H), 8,83 (d, 5,9 Hz, 1H), 8,5 (s, 1H), 7,85 (d, 8,5 Hz, 2H), 7,52 ( s, 1H), 7,40 (d, 8,5 Hz, 2H), 6,84 (d, 5,9 Hz, 1H),
4,04 (s, 3H), 3,20-3,70 (br s, 1H), 1,39-1,48 (br s, 4H ). MS (ESI-) m/z 473 [MH] -, 236.

Orto-hidroxi-Cabozantinib

[0148]

F
”‘Dﬁ AL /°I>5‘ﬁ
_ =
~o NZ 2. K,CO4H,0 ~o N7
NH,
OH
F

[0149] Se cargd un matraz con el acido carboxilico (0,84 g; 2,1 mmol), THF (1,2 ml) y DMF (5 pl), y se enfri6 a
15°C. A esta suspensién se afiadio cloruro de oxalilo (0,17 ml; 2,1 mmol) gota a gota durante aproximadamente 20
minutos. Después de 2 horas, se afiadio la suspension de cloruro de acido a otro recipiente que contenia una
suspension agitada de la anilina (0,2 g, 1,6 mmol), carbonato de potasio (0,63 g, 4,6 mmol) en THF (2,8 ml), y agua
(2 ml) durante aproximadamente 15 minutos. Después de 3 horas, el andlisis de HPLC mostré la conversion
completa en el producto. Se detuvo la agitacion, se etrajo la capa acuosa inferior y se afiadié agua (30 ml) para
precipitar el producto. A continuacion, el producto se recogié por filtracion y se lavé con solucién 1:1 de THF-agua (2
x 10 ml) para proporcionar un sélido de color gris palido. A continuacién, se purificé adicionalmente por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando metanol/diclorometano como fase mavil.

[0150] Alternativamente, una suspension del acido carboxilico (4,08 g; 10 mmol), anilina (1,52 g; 12 mmol), y
trietilamina (2,7 ml; 20 mmol) en acetonitrilo (100 ml) se traté con EDAC (2,30 g; 12 mmol) y HOBt (0,5 g; 3
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mmol). La suspension se agité durante la noche a temperatura ambiente y el progreso de la reaccion se controlé
mediante HPLC. Al final de la reaccion, se afiadieron 150 ml de agua y el producto precipitado se recogié por
filtracion, se lavd con agua y a continuacion se purificé mediante cromatografia ultrarrapida. * H-RMN (DMSO-ds,
400 MHz) 8 10,46 (br s, 1H), 10,29 (br s, 1H), 10,0 (br s, 1H), 8,47 (d, 1H), 7,92 (dd, 1H ), 7,73 (dd, 2H), 7,51 (s, 1H),
7,40 (s, 1H), 7,28 (dd, 2H), 6,68 (dd, 1H), 6,62 (dt, 1H), 6,45 (d, 1H) , 3,95 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 1,60-1,55 (m,
4H). 13C RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & 169,82, 167,67, 159,91, 157,51, 152,58, 149,97, 149,35, 149,09, 148,98,
148,86, 146,49, 135,72, 123,00, 122,97, 122,91, 122,43, 121,30, 115,17, 107,86 , 105,10, 104,87, 103,16, 102,43,
102,19, 99,08, 55,74, 55,71, 55,66, 30,02, 16,51.

MS (APCI +) m/z 518,3 [M + H] *, 500,3.

Cabozantinib-Hidroxisulfato

[0151]
CH 0S04H
H H
/@,Nﬁn N N
o O O 0/( ] c 0 F
o CISO:H o
~ S —_— -~ =
\O N/ EtsN/THF ~o N/

[0152] A una suspension de la hidroxi-cabozantinib (0,95 g 1,9 mmol) en THF (20 ml) se afiadi6 trietilamina (5 ml; 36
mmol) y se enfrié hasta por debajo de 5°C. Se afiadi6 gota a gota de acido clorosulfénico (15 mmol; 1 ml) de tal
manera que la temperatura permanecié por debajo de 10°C, durante aproximadamente 15 minutos. Después de
agitar durante la noche a temperatura ambiente, el andlisis por HPLC mostr6 aproximadamente un 5 por ciento de
material de partida restante. La mezcla de reaccién se traté con HCI acuoso 1 N (25 ml). El producto precipitado se
recogié por filtracion, se lavo con agua (4 x 25 ml), y se sec6 bajo vacio para producir un sélido de color blanquecino
(937 mg; 82 por ciento de rendimiento en bruto). El analisis por AN-HPLC mostr6 que el producto era un 90,8% puro,
siendo la impureza principal el material de partida. El producto se purific6 a mas del 99 por ciento (AN-HPLC)
mediante HPLC preparativa en una columna C18, usando el sistema de acetato de amonio acuoso/acetonitrilo como
fase movil. * H-RMN (DMSO-des, 400 MHz) & 10,39 (s, 1H), 9,69 (s, 1H), 8,81 (d, 1H), 7,95 (dd, 1H), 7,85 (d, 2H),
7,77 (s, 1H), 7,51 (s, 1H), 7,11 (s, 1H), 7,08 (dd, 1H), 6,93 (dd, 1H), 6,45 (d, 1H), 4,05 (s, 3H), 4,04 (s, 3H), 1,53 (s,
4H). MS (ESI-) m/z 596,0 [MH] - .

Meta-hidroxi-Cabozantinib

[0153]

,om e ’om
- e
~o N? 2. K;COy/H,0 ~o NZ
NH,

OH
F

[0154] Se cargd un matraz con el acido carboxilico (0,84 g; 2,1 mmol), THF (1,2 ml) y DMF (5 ul) y se enfri6 a
15°C. A esta suspensién se afiadio cloruro de oxalilo (0,17 ml; 2,1 mmol) gota a gota durante aproximadamente 20
minutos. Después de 2 horas, se afiadid la suspension de cloruro de acido a otro recipiente que contenia una
suspension agitada de la anilina (0,2 g, 1,6 mmol), carbonato de potasio (0,63 g, 4,6 mmol) en THF (2,8 ml), y agua
(2 ml) durante aproximadamente 15 minutos. Después de 90 minutos, el andlisis HPLC mostré la conversién
completa en el producto. La agitacion se detuvo, y la capa acuosa inferior se separé y se extrajo con acetato de etilo
(15 ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre MgSQO4 anhidro, se filtr6 y se concentr6 para producir
un sélido marrén. El sélido se purificé adicionalmente por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
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acetato de etilo/heptano como fase mévil. * H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 10,15 (br s, 1H), 9,96 (br s, 1H), 9,89 (br
s, 1H), 8,46 (d, 1H), 7,76 (d, 1H ), 7,50 (s, 1H), 7,41 (d, 2H), 7,39 (s, 1H), 7,22 (d, 2H), 7,07-6,98 (m, 2H), 6,42 (d,
1H), 3,94 (s, 3H), 3,93 (s, 3H), 1,46 (br s, 4H). 3C RMN (DMSO-d 6, 100 MHz) 5 168,27, 167,95, 160,02, 152,56,
149,48, 149,33, 148,86, 148,56, 146,46, 146,21, 144,52, 144,39, 136,45, 135,33, 135,31, 122,23, 121,22, 115,63,
115,44 , 115,15, 111,29, 111,23, 110,26, 107,85, 103,04, 99,08, 55,73, 55,71, 31,66, 15,40. MS (APCI +) m/z 518,3
[M + H] *, 502,3.

N-6xido de Cabozantinib

[0155]
H H H
jeggae! oo
o 0O O E o o 0 F
90 T
C -
~o N ~o N*
o

[0156] Se cargé un matraz con cabozantinib (3,21 g; 6,4 mmol), acido acético (32,1 ml) y perborato de sodio
tetrahidratado (1,98 g, 12,8 mmol) y se calent6 a 65°C y se agité durante la noche. Después de 24 horas, el andlisis
por HPLC mostré aproximadamente 38:62 del material de partida:producto. Se afiadié mas oxidante (12,8 mmol 1,98
g) y se continu6 el calentamiento durante la noche. Los disolventes se eliminaron a vacio y el residuo se purificé por
cromatografia ultrarrapida usando gradiente de diclorometano-metanol (diclorometano a 10% de metanol-
diclorometano) para obtener 0,95 g del producto como un sélido blanco. ! H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 10,20 (br
s, 1H), 10,08 (br s, 1H), 8,28 (d, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,74 (d, 2H) , 7,64 (dd, 2H), 7,48 (s, 1H), 7,23 (d, 2H), 7,15 (t, 2H),
6,45 (d, 1H), 3,97 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 1,47 (s ancho, 4H). 13C RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & 172,11, 168,18, 168,13,
159,49, 157,09, 153,34, 150,72, 150,57, 149,98, 137,41, 136,32, 135,24, 135,21, 134,06, 122,44, 122,36, 122,19,
120,65, 117,23, 11,17, 114,95, 104,37, 100,34, 99,12, 56,09, 56,03, 31,59, 15,42. MS (APCI +) m/z 518,3 [M + H]*.

Acido 1-[4-(6,7-Dimetoxi-quinolin-4-iloxi)fenilcarb  amoil]-ciclopropano carboxilico

[0157]
H2N\‘v/\‘l
u ’Jﬁ(’i\ —
/O T f'J\“.‘\ HO\W/!\\FJ’N . i - \«_HI
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0 0 : R P R
I ! SOCly 0O O | @) N o . 1
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THF . L o N

[0158] Al &cido ciclopropil-dicarboxilico (449 mg, 3,45 mmol) en THF (3,5 ml) se afiadié TEA (485 pl, 3,45 mmol). La
solucién resultante se agité a temperatura ambiente bajo una atmésfera de nitrogeno durante 40 minutos antes de
afiadir cloruro de tionilo (250 pl, 3,44 mmol). La reaccion se controlé por CLMS para la formacion de cloruro de
monoacido (se inactivd la muestra con MeOH y se buscoé el correspondiente éster monometilico). Después de 3
horas de agitacion a temperatura ambiente, se afiadié 4-(6,7-dimetoxi-quinolin-4-iloxi)-fenilamina (1,02 g, 3,44 mmol)
como un solido, seguido de mas THF (1,5 ml). La reaccién continué en agitacion a temperatura ambiente durante 16
horas. La suspension espesa resultante se diluyé con EtOAc (10 ml) y se extrajo con NaOH 1N. La suspension
bifasica se filtrg, y la fase acuosa se acidific6 con HCI concentrado a pH de aproximadamente 6 y se filtr6. Ambos
sélidos se combinaron y se lavaron con EtOAc, después se secaron bajo vacio. Se obtuvo el producto deseado,
acido 1-[4-(6,7-dimetoxi-quinolin-4-iloxi)-fenilcarbamoil]-ciclopropanocarboxilico, (962 mg, 68,7 por ciento de
rendimiento, 97 por ciento de pureza) como un sélido blanco. ! H RMN (D20/NaOH): 7,97 (d, 1H), 7,18 (d, 2H), 6,76
(m, 4H), 6,08 (d, 1H), 3,73 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 1,15 (d, 4H).

[0159] La descripcion anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propoésitos de
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claridad y comprensién. La invencién se ha descrito con referencia a diversas realizaciones y técnicas especificas y
preferidas. Sera obvio para un experto en la técnica que se pueden realizar cambios y modificaciones dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas. Por lo tanto, debe entenderse que la descripcion anterior pretende ser
ilustrativa y no restrictiva. El alcance de la invenciéon debe, por lo tanto, determinarse no con referencia a la
descripcion anterior, sino en su lugar con referencia a las siguientes reivindicaciones adjuntas, junto con el alcance
completo de los equivalentes a los que tales reivindicaciones tienen derecho.
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REIVINDICACIONES

1. Metabolito aislado de cabozantinib o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que es un compuesto

seleccionado de:

GA
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en la que GA es un resto de acido glucurénico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Metabolito aislado, segun la reivindicacién 1, que se selecciona entre:

y ,  OSO
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,om
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Metabolito aislado, segun la reivindicacion 1, que es
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Metabolito aislado, segun la reivindicacion 1 que es

e

s

HO N

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Metabolito aislado, segun la reivindicacién 1 que es

y ., OH
ry
o O
0 F
-0 SN
~o0 N7

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Metabolito aislado, segun la reivindicacion 1 que es

or una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Metabolito aislado, segun la reivindicacion 1 que es

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Metabolito aislado, segun la reivindicacién 1 que es
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Metabolito aislado, segun la reivindicacién 1, que es

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Metabolito aislado, segun la reivindicacion 1, que es

HO.
=0 N

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

11. Compuesto para usar en el tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con actividades celulares no
controladas, anormales y/o no deseadas, en el que el compuesto es un metabolito aislado de cabozantinib o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Composicion farmacéutica que comprende un metabolito de cabozantinib que es un compuesto seleccionado de:
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-~ O, a0
~o N

j;l
o
I

o C
o
HO3S0 N y

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Composicion, segun la reivindicacion12, que es adecuada para la administracién oral.

14. Compuesto que se selecciona entre:
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en la que GA es un resto de acido glucurdnico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15. Compuesto, segun la reivindicacion 14, que se selecciona entre:

0SO:H
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

16. Procedimiento para identificar un metabolito de cabozantinib, que comprende:

detectar o medir un nivel o concentracién de un metabolito de N-(4-{[6,7-bis(metiloxi)quinolin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-
fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida en una muestra de tejido o fluido corporal de un mamifero al que se ha

administrado cabozantinib;
en el que el metabolito se selecciona del grupo que consiste en:
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HO

0 N

en la que GA es un resto de acido glucurénico.

17. Procedimiento, segun la reivindicacién 16, en el que el metabolito se selecciona entre:

OH
H H
ISR
0 © 0 F o
’om ’°I:ﬁ“ﬁ
\0 N/ \0 N/

H H by OSOsH
o) © o o)
HO3SO N

~ = ~ -
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18. Procedimiento, segun la reivindicacion 16, en el que el fluido corporal se selecciona del grupo que consiste en

plasma, bilis, orina y heces.
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