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RESUMO

“Derivados de pirazolopirimidina para utilizag¢do como
antagonistas da quinase”

A presente invencdo proporciona novos compostos que s&o
antagonistas da PI3-quinase, da PI3-quinase e tirosina-
quinase, da PI3-quinase e mTOR, ou da PI3-quinase, mTOR e
tirosina-gquinase.
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DESCRICAO

“Derivados de pirazolopirimidina para utilizag¢do como
antagonistas da quinase”

DECLARACAO SOBRE 0S DIREITOS DAS INVENCOES REALIZADAS NO
AMBITO DA INVESTIGACAO E DO DESENVOLVIMENTO PATROCINADOS PELO
GOVERNO FEDERAL

A presente invencdo foi financiada pelo National
Institutes of Health (AI44009). O Governo detém certos
direitos sobre a invencéo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As fosfoinositida 3-guinases (PI3-Ks) catalisam a
sintese dos segundos mensageiros do fosfatidilinositol (PI),
ou seja, (PI) (3)P, PI(3,4)P2, e PI(3,4,5)P3(PIP3) (Fruman et
al., 1998). No contexto celular adequado, estes trés lipidos
controlam diversos processos fisioldgicos, incluindo o
crescimento celular, a sobrevivéncia, a diferenciacdo e a
quimiotaxia (Katso et al., 2001). A familia PI3-K é& composta
por 15 quinases com distintas especificidades de substrato,
padrdes de expressdo e modos de regulacdo (Katso et al.,
2001). A classe I das PI3-Ks (pl00ua, pll0B, pll0d e pllOy) é
ativada por recetores tirosina-quinase ou acoplados a
proteina G, dando origem a PIP3, o qual interage a jusante
com efetores tais como a via Akt/PDK1l, as quinases da familia
Tec, e as GTPases da familia Rho. As classes II e III das
PI3-Ks desempenham um papel fundamental no trafico
intracelular através da sintese de PI(3)P e de PI(3,4)P2. As
PIKKs sdo proteinas—-quinases que controlam o crescimento
celular (mTORC1l) ou monitorizam a integridade gendmica (ATM,
ATR, DNA-PK, e HSMG-1).

A importédncia destas enzimas em diversas fisiopatologias
voltou a atencdo para a familia PI3-K como uma nova classe de
alvos terapéuticos (Ward et al., 2003). Este interesse foi
alimentado pela recente descoberta de que a pllla é
frequentemente mutada em tumores primarios (Samuels et al.,
2004) e pela constatacdo de que a fosfatase lipidica PTEN, um
inibidor da sinalizacdo de PI3-K, é um supressor de tumores
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geralmente inativado (Cantley e Neel, 1999). Estdo em curso
esforcos para desenvolver inibidores da PI3-K de pequenas
moléculas para o) tratamento de inflamacéao e doencas
autoimunes (pl110d, pllOy e mTOR), trombose (pll0B), infecédo
viral (as PIKKs) e cancro (pll0oa, mTOR, e outras). Foram
relatados recentemente o0s primeiros inibidores seletivos
destas enzimas (Camps et al., 2005; Condliffe et al., 2005;
Jackson et al., 2005;. Knight et al., 2004;. Lau et al.,
2005;. Sadhu et al., 2003).

As proteinas-tirosina-quinases, proteinas-
serina/treonina-quinases e as lipidos-quinases sdo classes
distintas de proteinas que desempenham um papel fundamental
na regulacdo e proliferacdo da atividade celular. As pequenas
moléculas gque 1inibem estas classes de proteinas tém o
potencial para interromper as vias disfuncionais/patoldgicas
em dois pontos distintos. Por exemplo, sabe-se que a
sinalizacdo por meio de recetores da tirosina-gquinase esté
desregulada em varios tipos de cancro. Esta via de
sinalizacdo envolve proteinas a Jjusante, tais como a PI3-
quinase. A sinalizacdo através da proteina-serina/treonina-
guinase mTOR (também conhecida como © alvo da rapamicina em
mamiferos) regula o crescimento celular, a proliferacéo
celular, a motilidade celular, a sobrevivéncia celular, a
sintese de proteinas e a transcricdo. A interrupcdo da via da
mTOR é apontada como uma causa de varios processos de doencas
humanas, especialmente varios tipos de cancro. Um inibidor
que blogqueie a atividade da proteina-tirosina-gquinase e PI3-
quinase, da mTOR e PI3-ginase, ou da mTOR, proteina-tirosina-
quinase e PI3-gquinase, tem o potencial para interromper a
sinalizacdo aberrante em dois ou trés niveis diferentes. A
inibicdo dupla ou tripla por uma pequena molécula pode
ampliar a poténcia do férmaco, aumentando o ©potencial
terapéutico do composto.

A presente invencgéo satisfaz estas e outras
necessidades da técnica, proporcionando uma nova classe de
antagonistas da PI3-guinase, antagonistas da PI3-quinase e
tirosina-quinase, antagonistas da PI3-quinase e mTOR, e
antagonistas da PI3-quinase, mTOR e tirosina-quinase.
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BREVE RESUMO DA INVENCAO

Foi constatado que certos compostos aqui descritos séo
antagonistas potentes da PI3-quinase, da PI3-gquinase e
tirosina-quinase, da PI3-gquinase e mTOR, ou da PI3-guinase,

mTOR e tirosina-quinase.

Por conseguinte, num aspeto, a presente invencéao
proporciona compostos da férmula:

NH, Ro
N7 RN
L
N \
Ri

em que:

R' ¢ hidrogénio, alquilo substituido com R ou ndo
substituido, heteroalquilo substituido com R° ou nao
substituido, cicloalqgquilo substituido com R’ ou nao
substituido, heterocicloalquilo substituido com R® ou nd&do
substituido, ou heteroarilo substituido com R’ ou néo
substituido;

R’ é heteroarilo substituido com R*;

R’ ¢ um halogéneo, -CN, -OR’, -S(0).R°, -NR'R®’, -C(O)R’,
=N-NH,, -NR'’-C (0)R", -NR'*-C (0) -OR"?, -C (O)NR"R"7, -
NR'®s (0) ,RY7, -5 (0) ,NR'®, alquilo nao substituido ou
substituido com R'’, heteroalquilo né&o substituido ou
substituido com Rw, cicloalqgquilo nao substituido ou
substituido com.iRw, heterocicloalquilo nédo substituido ou
substituido com R, arilo ndo substituido ou substituido com
R'?, heteroarilo ndo substituido ou substituido com R, em

que n € um numero inteiro de 0 a 2;
R* ¢ um halogéneo, -CN, -OR?’, ou -NR?*’R%%;
R5’ R6, R7’ RS/ R9, RlO’ Rll, R12’ Rl3, Rl4’ RIS, Rl6’ R17 e

R'® sao independentemente hidrogénio, alquilo ndo substituido
ou substituido com R%, heteroalquilo nédo substituido ou
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substituido com R%, cicloalquilo nao substituido,
heterocicloalquilo ndo substituido ou substituido com R*°,
arilo ndo substituido ou substituido com R°°, ou heteroarilo
nio substituido ou substituido com R’%;

R?’, R?? e R?” sao independentemente hidrogénio, alquilo
ndo substituido ou hetercalquilo ndo substituido;

R'?, R e R*” s&do independentemente hidrogénio,
halogéneo, alquilo nao substituido, heteroalquilo nao
substituido, cicloalgquilo ndo substituido, heterocicloalquilo
ndo substituido, arilo ndo substituido ou heterocarilo né&o
substituido.

Descrevem-se novos antagonistas da guinase, consistindo
de antagonistas que se ligam a cavidade de afinidade da PI3-
quinase (por exemplo, um antagonista de pirazolopirimidina
que se liga a cavidade de afinidade da PI3-quinase ou um
antagonista de pirrolpirimidina que se liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase). O antagonista que se liga a
cavidade de afinidade da PI3-quinase é um  composto
constituido por uma parte que se liga a cavidade de afinidade
da PI3-gquinase. 0Os antagonistas de pirazolopirimidina que se
ligam a cavidade de afinidade da PI3-gquinase da presente
invencdo sdo compostos de pirazolopirimidina substituidos,
constituidos por uma parte que se liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase. Do mesmo modo, o©0s antagonistas de
pirrolpirimidina que se ligam a cavidade de afinidade da PI3-
quinase aqui descritos sdo compostos substituidos de
pirrolpirimidina, constituidos por uma parte que se liga a
cavidade de afinidade da PI3-quinase.

S&do descritos também antagonistas da guinase da Fdérmula
(I) definida adiante.

Descrevem-se igualmente métodos para diminuir a
atividade catalitica de uma PI3-gquinase (por exemplo, de uma
quinase pl100). O método inclui uma etapa em que a referida
PI3-gquinase é contatada com uma quantidade de atividade cada
vez menor de um composto da presente invencdo (ou seja, um
antagonista que se 1liga a cavidade de afinidade da PI3-
guinase, ou um antagonista de Férmula I).
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E também descrito um método de tratamento de um estado
clinico mediado pela atividade da PI3-quinase, atividade da
PI3-quinase e atividade da tirosina-gquinase, atividade da
PI3-quinase e atividade da mTOR, ou atividade da PI3-guinase,
atividade da tirosina-quinase, e atividade da mTOR, num
individuo com necessidade de tal tratamento. O método inclui
a administracéao ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um composto da presente invencéo
(isto é, um antagonista que se liga a cavidade de afinidade
da PI3-guinase, ou um antagonista de Férmula I).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ilustra as estruturas de compostos
representativos de onze quimiotipos de inibidores da PI3-K.

A Figura 2 ilustra estruturas de inibidores da PI3-K
seletivos para isoformas. A. Estrutura do ATP no local ativo
da pllO0y, destacando-se diferentes regides da cavidade de
afinidade do ATP. B. Um alinhamento de todas as estruturas
conhecidas de co-cristais inibidores da PI3-K. Met 804 adota
uma conformacdo em todas as estruturas, exceto em PIK-39. C.
Estruturas ou modelos de inibidores da PI3-K seletivos para
isoformas ligados a pllOy. D. Estruturas ou modelos de
inibidores multialvos da PI3-K ligados a pll0y.

A Figura 3 ilustra a avaliacdo da seletividade e uma
cavidade de afinidade da PI3-gquinase. A. A estrutura do PIK-
39 ligada a pllO0y sugere um modelo para a ligacdo de IC87114.
PIK-293 e PIK-294 s&o anadlogos de pirazolopirimidina de
IC87114. O PIK-294 projeta um m-fenol para a cavidade de
afinidade, e este composto ¢ mais potente relativamente a
classe I das PI3-Ks. B. (Esquerda) Racio de valores de Clsg
entre mutantes e do tipo selvagem para inibidores da pll0d e
inibidores da pllOa/multialvos. (Centro) Curvas dose-resposta
para a ligacdo de dois inibidores da pll0d a pll0d do tipo
selvagem, de M752I e de M752V (Direita) Modelos sugerindo o
impacto de mutacdes de M7521 e de M752V em pll0d, na ligacéo
das diferentes classes de inibidores.
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Figura 4. Estruturas de outros inibidores da PI3-guinase
e de analogos inativos.

Figura 5. Valores de CIg (M) para determinados
inibidores da PI3-K contra quinases lipidicas.

Figura 6. Inibicdo de proteinas-quinases por inibidores
da PI3-K. 0Os valores representam a percentagem de atividade
remanescente na presenca de 10 uM de inibidor. Os valores séo
médias de medicgcBes em triplicado. 0Os valores de CIsg estéo
entre parénteses, quando adequado (uM).

A Figura 7 apresenta a sequéncia de uma quinase pll0d
humana.

A Figura 8 apresenta a sequéncia de uma quinase pll0y
humana.

A Figura 9 apresenta a sequéncia de uma quinase pllOx
humana.

A Figura 10 apresenta a sequéncia de uma quinase pll0R
humana.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

I. Definicdes

As abreviaturas aqui utilizadas tém o significado
convencional utilizado em quimica e biologia.

Nos casos em que grupos substituintes sdo especificados
pelas suas férmulas quimicas convencionais escritas da
esquerda ©para a direita, sdo igualmente abrangidos os
substituintes quimicamente idénticos gque resultariam de
escrever a estrutura da direita para a esquerda, Ppor
exemplo, -CH,O0- é equivalente a -OCH;-.

0O termo “algquilo”, por si sbé ou como parte de outro
substituinte, significa, salvo indicac¢do em contréario, uma
cadeia linear (ou seja, ndo ramificada) ou ramificada, ou um

radical hidrocarboneto ciclico, ou uma sua combinacdo, que
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pode ser totalmente saturado, ou mono- ou polinsaturado, e
pode incluir radicais bi- e multi-valentes, com o designado
numero de &tomos de carbono (isto é, C1-Cip significa 1 a 10
adtomos de carbono) . Entre 0s exemplos de radicais
hidrocarboneto saturados constam, mas ndo lhes estando
limitados, grupos tais como metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclo-
hexilo, (ciclo-hexil)metilo, ciclopropilmetilo, homdélogos e
isébmeros de, por exemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo,
n-octilo, e semelhantes. Um grupo alguilo insaturado é um gue
tem uma ou mais ligac¢des duplas ou ligacdes triplas. Exemplos
de grupos alquilo insaturados incluem, mas ndo lhes estando
limitados, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo,
2- (butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo),
etinilo, 1- e 3-propinilo, 3-butinilo, e os hombélogos e

isémeros superiores.

O termo “alquileno” por si préprio ou como parte de
outro substituinte significa um radical bivalente derivado de
um grupo alquilo, tal como exemplificado por, mas néo
limitado a CH,CH,CH,CH,-, -CH,CH=CHCH,—-, -CH,C=CCH,-,
-CH,CH,CH (CH,CH,CH3) CH,-. Tipicamente, um grupo alquilo (ou
alquileno) terd de 1 a 24 atomos de carbono, sendo 0s grupos
com 10 ou menos &tomos de carbono preferidos na presente
invencdo. Um “algquilo inferior” ou “alquileno inferior” é um
alquilo de cadeia mais curta ou um grupo alguileno, tendo
geralmente oito ou menos atomos de carbono.

O termo “heteroalquilo”, por si sbé ou em combinacdo com
outro termo, significa, a menos que indicado de outra forma,
uma cadeia linear ou ramificada estéavel, ou radical
hidrocarboneto ciclico, ou suas combinacdes, consistindo em
pelo menos um adtomo de carbono e pelo menos um heterodtomo
selecionado do grupo composto por O, N, P, Si e S, e em que o
azoto, fésforo e enxofre podem ser opcionalmente oxidados e o
heterodtomo de azoto pode opcionalmente ser quaternizado.
O(s) heterodtomo(s) O, N, P, S e Si podem estar em qualquer
posicdo interna no grupo heteroalgquilo ou na posicdo em que o
grupo algquilo estd ligado ao resto da molécula. Entre os
exemplos constam, mas ndo lhes estando limitados, -CHy;-CH,-0O-
CH3;, -CH,-CH,-NH-CHz, -CH,-CH,-N(CH3)-CHsz, -CH,-S-CH,-CHsz, -CH,-
CH,-S (0) -CH;, -CH,-CH,-S(0),-CH;, -CH=CH-0O-CH;, -Si(CHj)s;, -CH,-
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CH=N-OCH;, -CH=CH-N(CHj3)-CH;, O0-CH3, -0-CH,-CH3, e -CN. Até
dois ou trés heterodtomos podem ser consecutivos, tal como,
por exemplo, -CH,-NH-OCH; e -CH,-0-Si (CHs3)s. Da mesma forma, o
termo “heteroalgquileno” por si prdéprio ou como parte de outro
substituinte significa um radical Dbivalente derivado de
heteroalquilo, tal como exemplificado por, mas ndo limitado a
-CHy;-CHy-S-CH,-CH»- e -CHy-S-CHy-CHy,-NH-CHy-. Nos grupos
heterocalquileno, o0s heterodtomos podem também ocupar qualquer

um ou ambos oS terminais da cadeia (por exemplo,
algquilenooxo, alguilenodioxo, alguilenoamino,
alquilenodiamino, e semelhantes). Além disso, nos grupos de

ligacdo alguileno e hetercalquileno, o sentido em que ¢é
descrita a fdérmula do grupo de ligacdo ndo implica qualquer
orientacdo do grupo ligante. Por exemplo, a férmula -C(0O)-0OR’
representa tanto -C(O)OR’- como -R’0OC(0)-. Tal como referido
atréds, os grupos heterocalquilo aqui utilizados incluem os
grupos que estdo ligados ao resto da molécula através de um
heterodtomo, tal como -C(O)R’, -C(O)NR’, -NR’R’™, -OR’, -SR’
e/ou -SO;R’. Onde “heteroalquilo” ¢é referido e seguido por
mencgdes a grupos heterocalquilo especificos, tais como -NR’R”
ou afins, deverd ser entendido que os termos heterocalquilo e
-NR’R” n&o s&do redundantes ou mutuamente exclusivos; € sim
por razdes de clareza que sédo referidos grupos heterocalquilo
especificos. Assim, o termo “heteroalquilo” n&o deve ser aqui
interpretado como excluindo grupos heteroalquilo especificos,
tais como -NR’R” ou afins.

Os termos “cicloalquilo” e “heterocicloalquilo”, por si
sé6 ou em combinacdo com outros termos, representam, salvo
indicacdo em contrédrio, versdes ciclicas de “alquilo” e
“heteroalquilo”, respetivamente. Além disso, no caso do
heterocicloalquilo, um heterodtomo pode ocupar a posicédo
através da qual o heterociclo estd 1ligado ao resto da
molécula. Entre os exemplos de cicloalquilo constam, mas néo
lhes estando limitados, ciclopentilo, ciclo-hexilo, 1-ciclo-
hexenilo, 3-ciclo-hexenilo, ciclo-heptilo, e semelhantes.
Como exemplos de heterocicloalquilo podem referir-se, mas néao
lhes estando limitados, 1-(1,2,5,6-tetra-hidropiridilo), 1-
piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo,
3-morfolinilo, tetra-hidrofurano-2-ilo, tetra-hidrofurano-3-
ilo, tetra-hidrotien-2-ilo, tetrahidrotien-3-ilo,
l-piperazinilo, 2-piperazinilo, e afins. Os termos
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“cicloalguileno” e “heterocicloalgquileno” referem-se aos
derivados bivalentes de cicloalquilo e heterocicloalqgquilo,
respetivamente.

(4

Os termos “halo” ou “halogéneos,” por si ou como parte
de outro substituinte, significam, salvo indicacdo em
contréario, um Atomo de fltor, cloro, Dbromo, ou iodo.
Adicionalmente, termos como “haloalquilo” devem incluir mono-
haloalquilo e ©poli-haloalqgquilo. Por exemplo, o termo
“haloalguilo (C1-C4)” deve incluir, mas n&do estar limitado a
trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo,

3-bromopropilo e afins.

O termo “arilo” significa, a menos gue indicado de outra
forma, um substituinte de hidrocarboneto aromatico
polinsaturado, que pode consistir de um anel simples ou de
anéis multiplos (de preferéncia de 1 até 3 anéis) fundidos
(por exemplo, naftilo) ou ligados covalentemente. O termo
“heteroarilo” refere-se a grupos arilo (ou anéis) com um a
quatro heterocdtomos (em cada anel separado, no caso de
multiplos anéis), selecionados entre N, O e S, em gue oS
atomos de azoto e enxofre estdo opcionalmente oxidados e o(s)
dtomo (s) de azoto ¢é opcionalmente quaternizado. Um grupo
heterocarilo pode ser ligado ao resto da molécula através de
um carbono ou heterocdtomo. Como exemplos ndo limitativos de
grupos arilo e heteroarilo podem referir-se fenilo,
l-naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-pirrolilo,
3-pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo,
pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazolilo,
5-oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo,
2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo,
2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo,

2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo,
2-benzimidazolilo, 5-indolilo, l-isoquinolilo,
6-isoquinolilo, 2-gquinoxalinilo, 5-quinoxalinilo,

3-quinolilo, e ©6-quinolilo. Assim, o termo “heteroarilo”
inclui estruturas de anel fundidas, em que pelo menos um anel
inclui no minimo duas ligacdes duplas. Os substituintes de
cada um dos sistemas de anel arilo e heterocarilo acima
referidos sé&o selecionados do grupo de substituintes
aceitdveis descrito a seguir. Os termos “Yarileno” e

“heteroarileno” referem-se a radicailis bivalentes de arilo e
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heteroarilo, respetivamente.

Para abreviar, o termo “arilo”, quando usado em
combinacéio com outros termos (por exemplo, ariloxo,
ariltioxo, arilalquilo), inclui ambos os anéis arilo e
heteroarilo tal como definidos atrds. Assim, 0 termo
“Yarilalgquilo” deve incluir os radicais em que um grupo arilo
estd ligado a um grupo alquilo (por exemplo, benzilo,
fenetilo, piridilmetilo e semelhantes), incluindo o0s grupos
alquilo em gque um &tomo de carbono (por exemplo, um Jgrupo
metileno) foi substituido por, por exemplo, um A&atomo de
oxigénio (por exemplo, fenoximetilo, 2-piridiloximetilo,
3-(1l-naftiloxi)propilo, e afins). No entanto, o termo
“halocarilo”, tal como aqui utilizado, deve abranger apenas o0S
grupos arilo substituidos com um ou mais halogéneos.

Sempre que um heterocalgquilo, heterocicloalquilo, ou
heterocarilo inclui um determinado numero de membros (por
exemplo, de “3 a 7 membros”), o termo “membro” refere-se a um
carbono ou heterocdtomo.

O termo “oxo”, tal como aqui utilizado, significa um
dtomo de oxigénio ligado por uma ligacdo dupla a um &tomo de
carbono.

Cada um dos termos anteriores (por exemplo, “alquilo”,
“heterocalgquilo”, “cicloalquilo, e “heterocicloalquilo”,
“Yarilo”, “heteroarilo”, bem como o0s seus derivados radicais
bivalentes) incluem ambas as formas, substituida e néo
substituida, do referido radical. Os substituintes preferidos
para cada tipo de radical s&do dados a seguir.

Os substituintes de radicais monovalentes e bivalentes
derivados de grupos algquilo, hetercalquilo, cicloalquilo,
heterocicloalquilo (incluindo 0s grupos frequentemente
referidos Como algquileno, alcenilo, heteroalquileno,
heteroalcenilo, alcinilo, <cicloalquilo, heterocicloalquilo,
cicloalcenilo, e heterocicloalcenilo) podem ser um ou mais de
uma variedade de grupos selecionados entre, mas ndo lhes
estando limitados, -OR’, =0, =NR’, =N-OR’, -NR’'R”, -SR/,
-halogéneo, -SiR/R"R"’, -0OC(O)R', -C(O)R/, -COsR",
-C(O)NR'R”, -0OC (O)NR'R”, -NR”C (O)R', -NR’ -C (O)NR"R"",
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-NR”C (O)OR", -NR-C (NR’R”)=NR"’, -S(O)R’, -S(0)R",
-S(0),NR’R”, -NRSO,R’, -CN e -=-NOp, num numero entre zero e
(2m’ + 1), em gque m’ é o numero total de &tomos de carbono
num tal radical. R’, R”, R”’ e R"”” referem-se cada um,
preferivelmente de forma independente, a hidrogénio,
heteroalquilo substituido ou n&o substituido, cicloalquilo
substituido ou nao substituido, heterocicloalgquilo
substituido ou ndo substituido, arilo substituido ou néo
substituido (por exemplo, arilo substituido com 1 a 3
halogéneos), grupos alquilo, alcoxi, tiocalcoxi ou arilalquilo
substituidos ou ndo substituidos. Tal como agui empregue, um
grupo “alcoxi” é um grupo algquilo ligado ao resto da molécula
através de um radical de oxigénio bivalente. Quando um
composto da invencdo inclui mais do que um grupo R, cada um
dos grupos R é independentemente selecionado, assim como cada
um dos grupos R’, R”, R”’ e R””, guando mais do que um destes
grupos esta presente. Quando R’ e R” estdo ligados ao mesmo
dtomo de azoto, estes podem ser combinados com o atomo de
azoto para formar um grupo de 4, 5, 6 ou 7 membros. Por
exemplo, -NR’R” deve incluir, mas ndo lhes estando limitados,
l-pirrolidinilo e 4-morfolinilo. A partir do que foi atrés
referido sobre os substituintes, um perito na especialidade
entenderd que o termo “alquilo” deve incluir grupos tal como
dtomos de carbono ligados a grupos diferentes do hidrogénio,
tais como grupos haloalgquilo (por exemplo, grupos -CF3 e
-CH,CF3) e acilo (por exemplo, -C (0) CHs, -C (0)CFs,
-C(0)CH,0CH3, e afins).

De forma semelhante aos substituintes descritos para os
radicais alquilo anteriores, 0s substituintes
exemplificativos para os grupos arilo e heteroarilo (bem como
os seus derivados bivalentes) sdo variados e sdo selecionados

de entre, por exemplo: halogéneos, -OR’, -NR’R”, -SR’,
-halogéneo, -SiR'R"R"", -0OC (O)R', -C(O)R’, -CO3R’,
-C(O)NR'R”, -0C (O)NR'R”, -NR”C (O)R', -NR’ -C (O)NR"”R"',
-NR”C (O) OR~, -NR-C (NR’R”R”"”)=NR"", -NR-C (NR’ R”)=NR"",

-S(O)R’, -S(0O),R’, -S(0),NR’'R”, -NRSO,R’, -CN e NO,, -R’, -Nj,
—-CH (Ph) », fluoroalcoxo (C1—-Cy) e fluoroalquilo (C1-C4), num
numero entre zero e o0 numero total de wvaléncias néo
preenchidas no sistema de anel aromédtico; e em que R’, R”,
R”’ e R”” s&do selecionados, de preferéncia independentemente,
entre hidrogénio, alquilo substituido ou né&do substituido,
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heteroalquilo substituido ou ndo substituido, cicloalqgquilo
substituido ou nao substituido, heterocicloalguilo
substituido ou ndo substituido, arilo substituido ou néo
substituido e hetercarilo substituido ou ndo substituido.
Quando um composto da invencdo inclui mais do gque um grupo R,
cada um dos grupos R ¢ independentemente selecionado, assim
como cada um dos grupos R’, R”, R”’ e R”” quando mais do que
um destes grupos estd presente.

Dois dos substituintes em &tomos adjacentes do anel
arilo ou heterocarilo podem opcionalmente formar um anel da
férmula -T-C(0) - (CRR" ) 4-U-, em que T e U sao
independentemente -NR-, -0-, -CRR’- ou uma ligacdo simples, e
g é um numero inteiro de 0 a 3. Alternativamente, dois dos
substituintes em 4tomos adjacentes do anel arilo ou
heteroarilo podem ser opcionalmente substituidos com um
substituinte da férmula -A-(CHy).,-B-, em que A e B séo
independentemente, -CRR’-, -0-, -NR-, -35-, -S(0)-, -5(0):—,
-5(0),-NR’ ou uma ligacdo simples e r & um numero inteiro de
1 a 4. Uma das ligacdes simples do novo anel assim formado
pode ser opcionalmente substituida por uma ligacdo dupla.
Alternativamente, dois dos substituintes em adtomos adjacentes
do anel arilo ou heterocarilo podem ser opcionalmente
substituidos com wum substituinte da férmula - (CRR’) -X'-
(C"R"")q—, em que s e d sdo independentemente nuUmeros
inteiros de 0 a 3 e X' é -0-, -NR’-, -S-, -S5(0)-, -S5(0),-, ou
-S (0) oNR' —-. Os substituintes R, R, R” e R"! sdo de
preferéncia selecionados independentemente entre hidrogénio,
alquilo substituido ou nao substituido, cicloalqgquilo
substituido ou nao substituido, heterocicloalguilo
substituido ou ndo substituido, arilo substituido ou néo
substituido, e heterocarilo substituido ou ndo substituido.

Tal como aqui empregue, o termo “heterodtomo” ou
“heterodtomo de anel” inclui oxigénio (0), azoto (N), enxofre
(S), foésforo (P) e silicio (Si).

Um “aminocalquilo” tal como aqui utilizado refere-se a um
grupo amino ligado covalentemente a um ligante de alquileno.
O grupo amino ¢é -NR’R”, onde R’ e R” sdo tipicamente
selecionados entre hidrogénio, algquilo substituido ou néo
substituido, heteroalquilo substituido ou ndo substituido,
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cicloalquilo substituido ou n&o substituido,
heterocicloalquilo substituido ou ndo substituido, arilo
substituido ou ndo substituido, heteroarilo substituido ou
ndo substituido.

Um “grupo substituinte”, como agqui empregue, significa
um grupo selecionado de entre os seguintes radicais:

(A) (A) -OH, -NH,, -SH, -CN, -CFs3, -NO;, oxo, halogéneos,
alquilo né&do substituido, heteroalquilo ndo substituido,
cicloalqgquilo nao substituido, heterocicloalquilo nao
substituido, arilo nao substituido, heteroarilo nao
substituido, e

(B) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo,
heterocicloalgquilo, arilo e heterocarilo, substituido com pelo
menos um substituinte selecionado entre:

(i) oxo, -OH, -NH,, -SH, -CN, -CFs3;, -NO;, halogéneos,
alquilo né&do substituido, heteroalquilo n&o substituido,
cicloalqgquilo nao substituido, heterocicloalquilo nao
substituido, arilo nao substituido, heteroarilo nao
substituido, e

(ii) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo,
heterocicloalgquilo, arilo e heterocarilo, substituido com pelo
menos um substituinte selecionado de entre:

(a) oxo, -OH, -NH,, -SH, -CN, -CF;, -NO;, halogéneos,
alquilo nd&o substituido, heteroalquilo nd&o substituido,
cicloalqgquilo nao substituido, heterocicloalquilo nao
substituido, arilo nao substituido, heteroarilo nao
substituido, e

(b) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo,
heterocicloalgquilo, arilo, ou hetercarilo, substituido com
pelo menos um substituinte selecionado de entre oxo, -0OH,
NH,, -SH, -CN, -CFs5, -NO,, halogénios, alquilo nao
substituido, hetercalquilo ndo substituido, cicloalguilo néo
substituido, heterocicloalquilo né&do substituido, arilo néo
substituido e heterocarilo n&o substituido.
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Um “substituinte de tamanho limitado” ou “grupo
substituinte de tamanho limitado”, tal como aqui utilizado,
significa um grupo selecionado de entre todos 0s
substituintes descritos atréds para um “grupo substituinte,”
em que cada algquilo substituido ou n&o substituido ¢ um
alquilo C1-Cyo substituido ou néao substituido, cada
heteroalquilo substituido ou nao substituido é um
heterocalgquilo de 2 a 20 membros substituido ou né&o
substituido, cada cicloalquilo substituido ou né&do substituido
¢ um cicloalquilo C4-Cg substituido ou ndo substituido, e
cada heterocicloalquilo substituido ou n&do substituido é um
heterocicloalgquilo de 4 a 8 membros, substituido ou né&o
substituido.

Um “substituinte inferior” ou “grupo substituinte
inferior”, tal como aqui wutilizado, significa um grupo
selecionado de entre todos o0s substituintes descritos atréas

(4

para um “grupo substituinte,” em que cada alquilo substituido
ou né&do substituido é um algquilo C;-Cg substituido ou né&o
substituido, cada heteroalquilo substituido ou nao
substituido ¢ um heterocalquilo de 2 a 8 membros substituido
ou ndo substituido, cada cicloalgquilo substituido ou néo
substituido ¢é um <cicloalquilo Cs-C; substituido ou néo
substituido, e cada heterocicloalquilo substituido ou néo
substituido ¢é um heterocicloalgquilo de 5 a 7 membros

substituido ou ndo substituido.

Os compostos aqui descritos podem existir como sais.
Exemplos de formas de sais aplicdveis incluem cloridratos,
bromidratos, sulfatos, metanossulfonatos, nitratos, maleatos,
acetatos, citratos, fumaratos, tartaratos por exemplo,
((+)-tartaratos, (-)-tartaratos ou suas misturas, incluindo
misturas racémicas, succinatos, benzoatos e sais com
aminoadcidos, como &cido glutémico. Estes sais podem ser
preparados por métodos conhecidos pelos peritos na
especialidade. Também estdo incluidos os sais de adicdo de
bases, tais como sais de sdédio, potédssio, célcio, amdbdnio,
amina organica, magnésio, ou um sal semelhante. Quando os
compostos contém funcionalidades relativamente basicas, o0s
sais de adicdo de &cidos podem ser obtidos contatando a forma
neutra desses compostos com uma quantidade suficiente do
4dcido desejado, gquer puro ou num solvente inerte adequado.
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Exemplos de sais de adigdo de &acidos aceitaveis incluem os
que derivam de acidos inorgédnicos, como os acidos cloridrico,
bromidrico, nitrico, carbdédnico, mono-hidrogenocarbdénico,
fosférico, mono-hidrogenofosfdérico, di-hidrogenofosfdérico,
sulftrico, mono-hidrogenossulfuarico, iodidrico ou Acidos
fosforosos e semelhantes, bem como o0s sais derivados de
dcidos orgédnicos como acético, propidnico, isobutirico,
maleico, maldédnico, benzdico, succinico, subérico, fumérico,
latico, mandélico, ftalico, benzenossulfénico, p-tolil-
sulfénico, citrico, tartdrico, metanossulfdénico, e outros
semelhantes. Também estdo incluidos os sais de aminoacidos,
tais como arginato e semelhantes, e o0s sais de Aacidos
orgdnicos, como o0s 4&acidos glucordénico ou galatundrico e
semelhantes. Certos compostos aqui descritos contém
funcionalidades bédsicas e &4cidas gue permitem a conversdo dos
compostos quer em sais de adicdo de bases ou acidos.

As formas neutras dos compostos sdo preferivelmente
regeneradas por contato do sal com uma base ou &cido e
separacdo do composto inicial de um modo convencional. A
forma mde do composto difere em certas propriedades fisicas
das varias formas de sal, tal como a solubilidade em
solventes polares.

Certos compostos aqui descritos podem existir em formas
ndo solvatadas, bem como em formas solvatadas, incluindo
formas hidratadas. Em geral, as formas solvatadas séao
equivalentes as formas ndo solvatadas e estdo incluidas no
dmbito da presente invencdo. Certos compostos podem existir
em maltiplas formas cristalinas ou amorfas. Em geral, todas

as formas fisicas s&o equivalentes.

Certos compostos aqui descritos possuem &tomos de
carbono assimétricos (centros opticos ou gquirais) ou ligacdes
duplas; enantidémeros, racematos, diasteredmeros, tautdmeros,
isémeros geométricos, formas estereoisoméricas que, em termos
de estereoquimica absoluta, podem ser definidas como (R)- ou
(S)- ou como (D)- ou (L)- para os aminoécidos. Os compostos
aqui descritos ndo incluem oS gue se sabem ser demasiado
instédvels para sintetizar e/ou isolar. Os compostos podem
estar sob as formas racémica e opticamente pura. Os isdmeros
opticamente ativos (R)- e (S)- ou (D)- e (L)- podem ser
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preparados usando sintdes quirais ou reagentes quirais, ou
podem ser resolvidos por técnicas convencionais. Quando os
compostos aqui descritos contém ligac¢des olefinicas ou outros
centros de assimetria geométrica, e a menos que especificado
de outro modo, pretende-se que os compostos incluam ambos o0s

isémeros geométricos E e Z.

O termo “tautdmero” como aqui utilizado refere-se a um
de dois ou mais isdmeros estruturais que existem em
equilibrio e gque sdo facilmente convertidos de uma para outra
forma isomérica.

Serd evidente para um perito na especialidade que certos
compostos aqui descritos podem existir em formas
tautoméricas.

A menos que indicado de outra forma, as estruturas aqui
representadas incluem também todas as estruturas
estereoquimicas, isto é, as configuragcdes R e S, para cada
centro assimétrico. Portanto, os isbémeros estereoquimicos
individuais bem como as misturas enantioméricas e
diastereoméricas dos presentes compostos estdo dentro do
ambito da invencéo.

A menos que indicado de outra forma, as estruturas aqui
representadas devem também incluir compostos que diferem
apenas na presenca de um ou mais Atomos 1sotopicamente
enriquecidos. Como exemplos podem referir-se compostos que
possuem as presentes estruturas excetuando um hidrogénio
substituido por deutério ou tritio, ou um carbono substituido

por carbono enriquecido com *C ou *‘C.

Os compostos aqui descritos também podem conter
proporc¢cdes ndo naturais de isdtopos atdémicos em um ou mais
dos atomos que os constituem. Por exemplo, o0s compostos podem
ser radiomarcados com isbdétopos radioativos, tais como, por
exemplo, tritio (°H), iodo-125 (**°I) ou carbono-14 (*C).

O termo “sais farmaceuticamente aceitéveis” inclui sais
dos compostos ativos que sdo preparados com acidos ou bases
relativamente nao toxicos, dependendo das especificas
moléculas substituintes encontradas nos compostos aqui
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descritos. Quando os compostos da presente invencdo contém
funcionalidades relativamente acidicas, os sais de adicédo de
bases podem ser obtidos contatando a forma neutra desses
compostos com uma qguantidade suficiente da base desejada,
quer pura ou num solvente inerte adequado. Exemplos de sais
de adicdo de bases farmaceuticamente aceitédveis incluem sais
de sbébdio, ©potéssio, céalcio, aménio, amina orgédnica, ou
magnésio, ou um sal semelhante. Quando os compostos contém
funcionalidades relativamente béasicas, 0s sais de adicdo de
4dcido podem ser obtidos fazendo contatar a forma neutra de
tais compostos com uma quantidade suficiente do acido
desejado, quer puro ou num solvente inerte adequado. Exemplos
de sais de adicdo de A&cido farmaceuticamente aceitéveis
incluem os derivados de &cidos inorgénicos como o éacido
cloridrico, bromidrico, nitrico, carbdénico, mono-
hidrogenocarbdénico, fosfdédrico, mono-hidrogenofosfdrico, di-
hidrogenofosférico, sulfarico, mono-hidrogenossulfurico,
iodidrico ou é&cidos fosforosos e gsemelhantes, bem como os
sais derivados de &4cidos orgénicos relativamente ndo tdxicos
como acético, propidbnico, isobutirico, maleico, maldnico,
benzdéico, succinico, subérico, fumérico, 1latico, mandélico,
ftalico, benzenossulfdénico, p-tolilsulfénico, citrico,
tartédrico, metanossulfdédnico, e outros semelhantes. Também
estdo incluidos os sais de aminoédcidos tais como arginato e
semelhantes, e o0s sais de &cidos orgédnicos como os &cidos
glucorénico ou galatundérico e semelhantes (ver, por exemplo,
Berge et al., “Pharmaceutical Salts”, Journal of
Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19). Certos compostos
contém funcionalidades béasicas e 4&cidas gque permitem a
conversdo dos compostos quer em sais de adicdo de bases ou de
adicdo de &cidos.

Para além das formas de sal, descrevem-se agui compostos
sob a forma de pré-farmaco. O0s prdé-fadrmacos dos compostos
aqui descritos sdo o0s compostos que sofrem facilmente
alteracdes quimicas sob condicdes fisioldgicas,
proporcionando os compostos da presente invencdo. Além disso,
os pré-fadrmacos podem ser convertidos nos compostos da
presente invencdo por métodos gquimicos ou biogquimicos num
ambiente ex vivo. Por exemplo, os prdé-farmacos podem ser
lentamente convertidos nos compostos da presente invencédo
quando colocados no reservatdédrio de um sistema transdérmico
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com uma enzima ou um reagente quimico adequados.

A\Y ” A\Y ”

Os termos “um” ou “uma” quando utilizados em referéncia

a um grupo de substituintes significam pelo menos um. Por

A\ ”

exemplo, gquando um composto estd substituido com “um” alquilo
ou arilo, o composto estd opcionalmente substituido com pelo
menos um alquilo e/ou pelo menos um arilo. Além disso, quando
uma sua parte estd substituida com um substituinte R, o grupo
pode ser referido como “substituido com R”. Sempre gque uma
sua parte estd substituida com R, a parte estd substituida
com pelo menos um substituinte R e cada um dos substituintes

R é opcionalmente diferente.

A descricdo dos compostos da presente invencdo estéa
limitada pelos principios da ligacdo guimica conhecidos pelos
peritos na especialidade. Conseguentemente, sempre dgue um
grupo pode ser substituido com um ou mais de uma série de
substituintes, tais substituicdes sucedem de acordo com o0s
principios de ligagdo gquimica e originam compostos que né&o
sdo 1inerentemente instédveis, nem serdo conhecidos por uma
pessoa competente na especialidade como sendo provavelmente
instaveis sob condic¢cdes ambientes, como por exemplo, sob
condicdes fisioldbdgicas aguosas, neutras e outras conhecidas.
Por exemplo, um heterocicloalquilo ou heterocarilo estd ligado
ao resto da molécula através de um heterodtomo do anel em
conformidade com os principios de ligagdo quimica conhecidos
pelos peritos na especialidade, evitando assim compostos
inerentemente instaveis.

Os termos “tratar” ou “tratamento” referem-se a
quaisquer indicios de sucesso no tratamento ou melhoria de
uma lesdo, patologia ou estado fisico, incluindo qualquer
pardmetro objetivo ou subjetivo, como abatimento; remissédo;
diminuicdo de sintomas ou tornar a lesdo, patologia ou estado
fisico mais tolerédvel para o paciente; desaceleracdo no ritmo
de degeneracdo ou declinio; tornar o ponto final de
degeneracdo menos debilitante; melhorar o bem-estar fisico e
mental do paciente. O tratamento ou melhoria dos sintomas
podem ser baseados em pardmetros objetivos ou subjetivos,
incluindo 0s resultados de um  exame fisico, exames
neuropsiquidtricos, e/ou uma avaliagdo psiquidtrica. Por

exemplo, os métodos aqui apresentados tratam o cancro com
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éxito, diminuindo a incidéncia de cancro e/ou causando a sua

remisséao.

Uma “quantidade eficaz” é a quantidade suficiente que
contribui para o tratamento, prevencdo, ou reducdo de um
sintoma ou sintomas de uma doenca. Uma “quantidade eficaz”
também pode ser referida como uma “quantidade
terapeuticamente eficaz”. Uma “reducdo” de um sintoma ou
sintomas (e seus equivalentes gramaticais desta fase)
significa diminuir a gravidade ou a frequéncia do(s)
sintoma(s), ou eliminacéao de um(s) sintoma(s) . Uma
“quantidade profilaticamente eficaz” de um féarmaco ¢é a
quantidade de um fédrmaco que, gquando administrada a um
individuo, tem o efeito profildtico pretendido, por exemplo,
prevenir ou retardar o aparecimento (ou recorréncia) de uma

doenca, ou reduzir a probabilidade do aparecimento (ou
recorréncia) da doenca ou dos seus sintomas. O efeito
profilatico completo nao ocorre necessariamente por

administracdo de uma dose, podendo ocorrer apenas apds a
administracdo de uma série de doses. Assim, uma qgquantidade
profilaticamente eficaz pode ser administrada em uma ou mais
administracdes. Uma “quantidade que reduz a atividade” tal
como é aqui utilizado refere-se a quantidade de antagonista
necesséaria para diminuir a atividade de uma enzima em
comparacdo com a auséncia do antagonista. Uma “quantidade
supressora da funcdo”, como aqui utilizado, refere-se a
quantidade de antagonista necessaria para suspender a funcéo
de um osteoclasto ou de um leucdcito em comparacdo com a
auséncia do antagonista.

Tal como aqui empregue, o “antagonista” ou “o composto
da presente invencdo” refere-se a um composto de Fdédrmula (I)
tal como definido na reivindicacdo 1. Um antagonista gque se
liga a cavidade de afinidade da PI3-gquinase (por exemplo, um
antagonista de pirazolopirimidina que se liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase ou um antagonista de
pirrolpirimidina que se liga a cavidade de afinidade da PI3-
quinase) é também agqui descrito. Um “composto de Férmula (I)”
pode incluir os compostos das Fdérmulas (I)-(X), como descrito
adiante.
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II. Antagonistas da quinase

Descrevem-se novos antagonistas da quinase. Os
antagonistas da guinase podem ser um antagonista que se liga
a cavidade de afinidade da PI3-guinase (por exemplo, um
antagonista de pirazolopirimidina que se liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase ou um antagonista de
pirrolpirimidina que se liga a cavidade de afinidade da PI3-
quinase) ou um composto de Férmula (I). Os antagonistas gque
se ligam a cavidade de afinidade da PI3-guinase da presente
invencdo sdo compostos gque contém uma parte que se liga a
cavidade de afinidade da PI3-quinase. Os antagonistas de
pirazolopirimidina que se ligam a cavidade de afinidade da
PI3-guinase da presente invencéo sdo compostos de
pirazolopirimidina substituidos, constituidos por uma parte
que se liga a cavidade de afinidade da PI3-gquinase.
Descrevem-se igualmente antagonistas de pirazolopirimidina
que se ligam a cavidade de afinidade da PI3-quinase, o0s quais
sdo compostos de pirrolpirimidina substituidos constituidos
por uma parte que se liga a cavidade de afinidade da PI3-
guinase.

A parte que se liga a cavidade de afinidade da PI3-
quinase é um substituinte que, ao entrar em contato com as
quinases pllO0x, p 1108, pllOy, ou p 1100, preenche o espaco
no interior da cavidade de afinidade da respetiva PI3-
quinase. Em algumas concretizacdes, a parte que se liga a
cavidade de afinidade da PI3-gquinase desloca pelo menos uma
molécula de agua no interior da cavidade de afinidade da PI3-
quinase. A parte que se liga a cavidade de afinidade da PI3-
quinase pode também interagir com um ou mais aminoacidos que
constituem a cavidade de afinidade da PI3-quinase. Uma
descricdo da cavidade de afinidade da PI3-gquinase e o0s
métodos para determinar se um substituinte preenche o espaco
no interior da cavidade de afinidade da PI3-gquinase sé&o

indicados a seguir.

Um antagonista da quinase aqui descrito pode ter a
férmula geral:
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R35 RZ
N7
L~
NT N
R! 0.

Na Férmula (I), R' é hidrogénio, um halogéneo, alquilo
substituido ou ndo substituido, heteroalquilo substituido ou
ndo substituido, cicloalquilo substituido ou ndo substituido,
heterocicloalgquilo substituido ou nédo substituido, arilo
substituido ou ndo substituido, ou heterocarilo substituido ou
ndo substituido. R? é um halogéneo, alquilo substituido ou
nao substituido, heteroalquilo substituido ou nao
substituido, <cicloalgquilo substituido ou ndo substituido,
heterocicloalgquilo substituido ou ndo substituido, arilo
substituido ou ndo substituido, ou heterocarilo substituido ou
ndo substituido. X representa =N- ou =C(H)-. R*® ¢ um
halogéneo, -NRV'R%, algquilo substituido ou ndo substituido,
heterocalquilo substituido ou né&do substituido, cicloalguilo
substituido ou nao substituido, heterocicloalguilo
substituido ou ndo substituido, arilo substituido ou néo
substituido, ou heteroarilo substituido ou ndo substituido.
R*’ e R*® sédo independentemente hidrogénio, alquilo
substituido ou ndo substituido, heteroalquilo substituido ou
ndo substituido, cicloalgquilo substituido ou ndo substituido,
heterocicloalquilo substituido ou ndo substituido, arilo
substituido ou ndo substitulido, ou heteroarilo substituido ou
ndo substituido. R’ e R*® podem ser independentemente
hidrogénio, ou alquilo n&do substituido. R? pode ser uma
molécula que se liga a cavidade de afinidade da PI3-quinase.

R*® pode ser -NH,. Assim, o antagonista da quinase pode
ter a férmula:

NH2 R?

N7 S\

LA™

NN
R! (D).

R', R’ e X podem ser como definidos anteriormente na
Férmula (I). Por exemplo, X pode ser =N-.



EP 2 004 654/PT
22

Nas Férmulas (I) e (II), R' pode ser hidrogénio, alquilo
ndo substituido ou substituido com R°’, heterocalquilo né&o
substituido ou substituido com R®, cicloalquilo nao
substituido ou substituido com R?, heterocicloalquilo néo
substituido ou substituido com R®, arilo n&do substituido ou
substituido com R?, ou heterocarilo ndo substituido ou
substituido com R’. R? & um halogéneo, arilo substituido com
R*, ou heterocarilo substituido ou n&o substituido;

R’ pode ser um halogéneo, -CN, -OR°, -S(0).R°, -NR'R®,
-C(0)R’, =N-NH,, -NR'Y-C(O)R'', -NR'-C(0)-OR", -C(O)NR'R'?,
-NR'®s (0) ,RY7, -5 (0) ,NR'?, alquilo nao substituido ou
substituido com R'?, heteroalquilo substituido ou nao
substituido com Rw, cicloalqgquilo nao substituido ou
substituido com R!?, heterocicloalquilo n&do substituido ou
substituido com R'?, arilo ndo substituido ou substituido com
R'?, ou heteroarilo ndo substituido ou substituido com R'’. 0
simbolo n representa um numero inteiro de 0 a 2.

R* pode ser um halogéneo, -CN, -0R??, —S(O)qRM, -NR?’R??,
-C(0)R**, =N-NH,, -NR?’-C(0)R*®, -NR?’’-C(0)-0OR*®*, -C(O)NR*’R"’,
-NR*!'S (0) ,R*?, -5 (0) ,NR*?, alquilo nao substituido ou
substituido com R%*, heteroalquilo substituido ou nao
substituido com RM, cicloalquilo nao substituido ou
substituido com RM, heterocicloalgquilo n&do substituido ou
substituido com R**, arilo ndo substituido ou substituido com
R**, ou heteroarilo ndo substituido ou substituido com R**. 0
simbolo g representa um numero inteiro de 0 a 2.

RSI R6l R7l RSI R9, RlO, Rlll R12, R13, R14, R15, R16l R17,
R1® R, R?°, R%, R?, R%, R*, R?°, R%*®, R?, R%, R?’, R, R%,
R**> e R” podem ser independentemente hidrogénio, alquilo né&o
substituido ou substituido com R%, heterocalquilo nao
substituido ou substituido com R, cicloalquilo nao
substituido, heterocicloalquilo nao substituido ou
substituido com R*°, arilo ndo substituido ou substituido com
R®°, ou heteroarilo ndo substituido ou substituido com R*°.
RY”, R e R® podem ser independentemente hidrogénio, um
halogéneo, alquilo n&o substituido, heteroalquilo n&o
substituido, cicloalgquilo ndo substituido, heterocicloalquilo
ndo substituido, arilo ndo substituido, ou heterocarilo né&o
substituido.



EP 2 004 654/PT
23

R5, R6, R7, RS, Rg, R;O, R;ll R?2, R?3, R?4, R?S, R}6’ Rl7,
R18,R;9’ R?O, Rgll R?2, R?3, R?4, R?5, R?6, R?7, R?S, Rg9’ R?O, R31,
R’ e R¥ podem ser independentemente hidrogénio, alquilo né&o
substituido, heteroalquilo n&o substituido, cicloalgquilo né&o
substituido, heterocicloalquilo né&do substituido, arilo néo
substituido, ou heteroarilo n&do substituido. R?", R?, R?%,
R23, R24, R25, R26’ R27, R28’ R29, R3O, R31, R¥?2 o R podem ser
independentemente hidrogénio, alquilo néao substituido,
alguilo ndo substituido ou heteroalgquilo ndo substituido.

R' pode ser alquilo ndo substituido ou substituido com
R’, cicloalquilo n&o substituido ou substituido com R°, arilo
ndo substituido ou substituido com R’. R' pode também ser
alquilo né&o substituido ou substituido com R, ou
cicloalquilo n&do substituido ou substituido com R’. R' pode
ser alquilo C;-C: ndo substituido ou substituido com R°,
cicloalquilo Cs-Cs ndo substituido ou substituido com R’. R!
pode ser alquilo C;-C4; ndo substituido ou substituido ou
ciclopentilo ndo substituido ou substituido com R’. R' também
pode ser metilo ou alquilo C3-Cs ramificado n&o substituido
(por exemplo isopropilo, isobutilo, etc.)

R’ pode ser alquilo ndo substituido ou substituido com
R'?, cicloalquilo n&o substituido ou substituido com R, ou
arilo ndo substituido ou substituido com R'2. R’ pode também
ser alquilo nao substituido ou substituido com R,
cicloalquilo ndo substituido ou substituido com R'?, ou arilo
ndo substituido ou substituido com R'”. R’ pode também ser
alquilo nao substituido ou substituido com Rw, ou
cicloalquilo ndo substituido ou substituido com R*’.

R'’ pode ser alquilo ndo substituido ou cicloalquilo né&o
substituido. R'® pode ser alquilo C;-Cs; ndo substituido ou
ciclopentilo nédo substituido.

R pode ser arilo substituido com R*, ou heteroarilo
substituido ou ndo substituido com R*. R’ pode ser fenilo
substituido com R*, naftilo ndo substituido ou substituido
com R% piridinilo n&o substituido ou substituido com R?,
pirimidinilo ndo substituido ou substituido com R*?, tiofenilo
ndo substituido ou substituido com R, furanilo néo



EP 2 004 654/PT
24

substituido ou substituido com R*, indolilo n&do substituido
ou substituido com R*, Dbenzoxadiazolilo ndo substituido ou
substituido com R?, benzodioxolilo nédo substituido ou
substituido com RY, benzodioxanilo nédo substituido ou
substituido com R, tianaftanilo n&o substituido ou
substituido com R*, pirrolopiridinilo n&o substituido ou
substituido com R*, indazolilo ndo substituido ou substituido
com R*, tetra-hidronaftalenilo ndo substituido ou substituido
com R*, quinolinilo n&do substituido ou substituido com R%,
quinoxalinilo né&o substituido ou substituido com R
piridopirazinilo nédo substituido ou substituido com R
guinazolinonilo ndo substituido ou substituido com R
cromenonilo ndo substituido ou ndo substituido com R7,
benzoisoxazolilo nédo substituido ou substituido com R
imidazopiridinilo né&o substituido ou substituido com R
benzofuranilo n&do substituido ou substituido com R*, di-
hidrobenzofuranilo ndo substituido ou substituido com R*, di-
hidrobenzodioxinilo substituido ou ndo substituido com R?,
benzoimidazolonilo substituido ou ndo substituido com R*, ou
benzotiofenilo substituido ou ndo substituido com R®.

R’ pode ser fenilo substituido com R*, pirrolepiridinilo
ndo substituido ou substituido com R*, quinolinilo né&o
substituido ou substituido com R*, indazolilo ndo substituido
ou substituido com R?, quinolinilindolilo ndo substituido ou
substituido com R, naftilo n&do substituido ou substituido
com R*. R4pmde ser um halogéneo, -CN, —OR”, ou -NR??R%*?, RrR*

também pode ser simplesmente um halogéneo ou -OR?".

R” pode ter a férmula:

wil AW
D=

W2-yw3 (Um).

4

Na Foéormula (III), W', Wz, W3, e W sdo independentemente
=CH-, =CR'-, ou =N-. Cada R' é como definido atras, na
descricdo das Fdérmulas (I) e (II). O anel A é um heteroarilo
substituido ou ndo substituido ou um heterocicloalquilo
substituido ou né&do substituido. O anel A pode ser um
heterocicloalgquilo de 6 a 7 membros, ou um heteroarilo de 6 a
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7 membros. Assim, o anel A pode ser um anel de 6 ou 7 membros
parcial ou totalmente insaturado.

R%Y pode ser hidrogénio ou alquilo C1-Cqg nao
substituido. R?*’ pode ser hidrogénio ou alquilo C;-Cs né&o
substituido. R?° pode também simplesmente ser hidrogénio ou
metilo.

R’ pode ter a férmula:

OH
OH é——{(:::% g OH
— />—R‘ 2
v), R (V), ou R (VD

Nas Férmulas (IV), (V) e (VI), R® estd ausente, ou & um
halogéneo, alquilo C;-Cs ndo substituido ou -OR?’. 0 halogéneo
pode ser F, Cl ou Br. Em algumas concretizac¢des, o halogéneo
é F ou Cl. Em outras formas de realizacdo, o halogéneo é F.
R*Y pode ser hidrogénio ou alquilo C:-C, ndo substituido.

R’ pode ser 6-hidroxinaftilo, 7-azaindol n&o
substituido, indolilo nao substituido, indazolilo nao
substituido ou quinolinilo ndo substituido.

R’ pode ter a férmula:

E‘G( (vn) 1ou'LL:/ > )

*(VIID.

Nas Férmulas (VII) e (VIII), R*® é como definido atrés.
Note-se que de acordo com a descricdo anterior de R?’, cada
R?® ¢ opcionalmente diferente. O simbolo =z ¢é um numero
inteiro de 1 a 5 (por exemplo, 1 ou 2). R?0 pode ser
hidrogénio ou alquilo C;-C;g ndo substituido (por exemplo,
alquilo C:-Cs, tal como metilo ou etilo).

R’ pode ter a férmula:

/@i) oaﬁ 0R20
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Nas férmulas gerais (IX) e (X), R ¢ como definido
anteriormente, por exemplo, na descricdo das Fdérmulas (I),
(IT), (VI) e (VII) atrés.

Cada grupo substituido descrito atréds para os compostos
da invencéo é substituido com pelo menos um  grupo
substituinte. Mais especificamente, cada algquilo substituido,

heteroalquilo substituido, cicloalquilo substituido,
heterocicloalgquilo substituido, arilo substituido,
heteroarilo substituido, arilalquilo (C1-Cg) e

heteroarilalquilo(C,1-Cs) descrito atras pode ser substituido
com pelo menos um grupo substituinte. Opcionalmente, pelo
menos um ou todos estes grupos estdo substituidos com pelo
menos um grupo substituinte de tamanho limitado.
Alternativamente, pelo menos um ou todos estes grupos estédo
substituidos com pelo menos um grupo substituinte inferior.

Nos compostos atréds descritos, cada alquilo substituido
ou ndo substituido ¢ um algquilo C;-Cy¢ substituido ou né&o
substituido, cada heteroalquilo substituido ou nao
substituido é um hetercalquilo de 2 a 20 membros substituido
ou ndo substituido, cada cicloalgquilo substituido ou néo
substituido ¢é um <cicloalquilo (C4,-Cg substituido ou néo
substituido, cada heterocicloalguilo substituido ou néo
substituido ¢é um heterocicloalquilo de 4 a 8 membros
substituido ou ndo substituido.

Alternativamente, cada grupo alquilo substituido ou néo
substituido é um alquilo C1-Cg substituido ou nao
substituido, cada heteroalquilo substituido ou nao
substituido ¢ um hetercalquilo de 2 a 8 membros substituido
ou ndo substituido, cada cicloalgquilo substituido ou néo
substituido ¢é um <cicloalgquilo Cs-C; substituido ou néo
substituido e cada heterocicloalguilo substituido ou néo
substituido ¢é um heterocicloalquilo de 5 a 7 membros
substituido ou ndo substituido.

Os compostos da Férmula (I) como aqui descritos incluem
qualgquer um ou todos os compostos listados na Tabela 1
adiante.
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IITI. A cavidade de afinidade da PI3-Quinase

O termo “cavidade de afinidade da PI3-quinase” conforme
aqui empregue refere-se a uma cavidade no interior de pll0«q,
pl00B, pll0y, e pll0d, correspondente a regido levemente
sombreada que se mostra nas Figuras 2A, 2C, 2D e identificada
como “Cavidade de afinidade”. As Figuras 2A, 2C e 2D ilustram
um modelo de computador da estrutura cristalina de pllOy. Na
pll0y, a superficie da cavidade de afinidade da PI3-quinase
estd ligada, pelo menos em parte, pela cadeia lateral de
K833, D964, 1879, e D841 (numeracdo da pllOy, ver Figura 8).
A superficie da cavidade correspondente na pll0d estéd ligada,
pelo menos em parte, pela cadeia lateral de K779, D911, 1825,
e D787 (numeracdo da pll0d, ver Figura 7). A cavidade
correspondente no interior da pllOoa estd ligada, pelo menos
em parte, pelas cadeias laterais de K802, D933, 1848 e D810
(numeracdo da pllOa, ver Figura 9). A cavidade correspondente
no interior da pll0R estd ligada, pelo menos em parte, pelas
cadeias laterais de K805, D937, 1851 e D813 (numeracdo da
pl10B, ver Figura 10). A cavidade de afinidade da PI3-guinase
ndo é acedida pelo ATP.

A cavidade de afinidade da PI3-quinase da pll0d pode ser
aqui referida como a cavidade de afinidade pll0d. Do mesmo
modo, a cavidade de afinidade da PI3-gquinase da pllOy pode
ser aqui referida como a cavidade de afinidade pllOy. A
cavidade de afinidade da PI3-quinase inclui lisina 779, a
qual, de acordo com modelos informdticos, forma uma ponte de
hidrogénio com o azoto da piridina do PIK-90 e com o oxigénio
do fenol da PI 103 (Figura 2D), sendo ambos inibidores da
pll10d. Com base nestes resultados de modelacdo informatica,
foi concebido um novo antagonista baseado na estrutura
quimica de PKI-39 e 1IC87114, como se descreve a seguir em
pormenor.

Como se mostra na Figura 2C, o PIK-39 nédo dispde de uma
molécula para a cavidade de ligacdo da PI3-quinase. Como se
mostra na Figura 3A, IC87114 mantém contato com E880 e V3882
na regido de ligacdo do ATP de pll00, mas também lhe falta
uma molécula para a cavidade de ligacdo da PI3-guinase. Ao
inserir m-fenol (uma molécula para a cavidade de ligacdo de
PI3-quinase) em C3 da pirazolopirimidna de IC87114, a
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cavidade de afinidade da PI3-quinase ¢é acedida (FIG 334),
resultando num aumento de 60 vezes na poténcia inibidora de
pll10d.

Como se descreve atréds, uma molécula para a cavidade de
afinidade da PI3-quinase ¢ um substituinte que, ao entrar em
contato com pllO0x, pl00B, pllOy, ou pll0d, preenche o espaco
dentro da cavidade de afinidade da respetiva PI3-gquinase. Por
exemplo, uma molécula para a cavidade de afinidade da PI3-
quinase ¢ um substituinte que, ao entrar em contato com
pl100, preenche o espaco dentro da cavidade de afinidade da
pl1105. Do mesmo modo, uma molécula para a cavidade de
afinidade da pllOoc é um substituinte gque, ao entrar em
contato com pllO0x, preenche o espaco dentro da cavidade de
afinidade da pllO«a.

A molécula destinada a cavidade de afinidade da PI3-
quinase pode além disso interagir (por exemplo, uma ligacdo)
com um aminocdcido constituinte da cavidade de afinidade da
PI3-quinase. Por exemplo, a interacdo pode ser do tipo de
pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals, ligacédo
idénica, ligacéo covalente (por exemplo, uma ligacéo
dissulfidica) ou hidrdfoba.

IV. Determinagdo do Espago a Preencher na Cavidade de
Afinidade da PI3-Quinase

A fim de determinar se a molécula para a cavidade de
afinidade da PI3-quinase preenche o espaco dentro da cavidade
de afinidade da PI3-quinase, técnicas de modelacdo por
computador sdo utilizadas. Um antagonista sob teste que se
liga a cavidade de afinidade da PI3-quinase (ou seja, ©
composto de teste) é encaixado na imagem de computador da
pll0y. A 1imagem de computador da pllOy ¢é derivada da
estrutura de co-cristal resolvida de pllOy humana ligada a
PIK-39. O PyMol Molecular Graphics System pode ser utilizado
para gerar a imagem. Apresenta-se um exemplo na Figura 3A, em
que IC87114 e PIK-294 s&do incorporados na 1imagem de
computador da quinase pll0y derivada do co-cristal pllOy-
PIK39. Ver Knight et al, Cell 125:733-745 (2006).
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Normalmente, o0s modelos de computador s&o analisados a
fim de prevenir confrontos estereoquimicos o6ébvios e de
satisfazer as pontes de hidrogénio entre o) testado
antagonista que se liga a cavidade de afinidade da PI3-
quinase e a proteina de pll0y (por exemplo, V882 e M804). Em
algumas concretizacdes, a fim de otimizar a energia de
ligacdo, sdo realizados calculos baseados em minimizacéo.
Utilizando estas técnicas, um perito na especialidade pode
facilmente determinar se um determinado antagonista que se
liga a cavidade de afinidade da PI3-quinase dispbde de uma
molécula que se liga a cavidade de afinidade da PI3-gquinase e
que preenche o espaco dentro da cavidade de afinidade da PI3-
quinase.

O antagonista em questdo que se 1liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase é analisado para determinar se pelo
menos uma ligacdo (por exemplo, uma ponte de hidrogénio) é
formada entre o antagonista que se liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase e um aminocdcido que constitui a
cavidade de afinidade da PI3-quinase. Por meio de uma técnica
de modelacdo computacional como atrds descrita, é determinada
a distédncia entre um ou mais aminoacidos que constituem a
cavidade de afinidade da PI3-gquinase e um possivel ponto de
contato na molécula que se liga a cavidade de afinidade da
PI3-guinase. Com base nesta disténcia, um perito na
especialidade pode determinar se pelo menos uma ligacdo é
formada entre um ou mais aminoadcidos que constituem a
cavidade de afinidade da PI3-quinase e uma molécula de
ligacdo da cavidade de afinidade da PI3-gquinase.

V. Sinteses Gerais

Os compostos da invencdo s&do sintetizados mediante uma
combinacdo adequada de métodos de sintese bem conhecidos em
geral. Técnicas Uteis para a sintese dos compostos da
invencdo sdo muito O6bvias e acessiveis aos peritos na
especialidade em causa. A andlise dgue segue serve para
ilustrar alguns dos varios métodos disponiveis de preparacédo
dos compostos da invencdo. No entanto, esta andlise ndo se
destina a definir o &mbito das reacdes ou das sequéncias de
reacao uteis na preparacao dos compostos da presente
invencéao.
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Esquema I

NH, NHg NHy
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No Esquema I anterior, a iodacdo da pirazolpirimidina ou
da pirrolpirimidina é alcancada com um reagente de iodacédo
apropriado, tal como N-iodossuccinamida. A conversdo da
posicdo 1 pode ser conseguida através da substituicdo com um
halogéneo de um substituinte bromado (por exemplo, um brometo
de alquilo substituido ou n&do substituido). Acoplamento
cruzado, catalisado por palddio, entre o &cido organobordnico
e 0 halogeneto de iodo (ou seja, o acoplamento de Suzuki), é
entdo levado a cabo para conversdo da posicdo 3. Recentes
desenvolvimentos em matéria de catalisadores e de métodos
aumentaram tremendamente as possiveis aplicacoes do
acoplamento de Suzuki, de modo que o ambito dos elementos de
reacdo ndo estd restringido a arilos. Trifluoroboratos de
potédssio e organoboranos ou ésteres Dboronato podem ser
utilizados em lugar dos &acidos bordénicos. Alguns pseudo-
halogenetos (por exemplo, triflatos) também podem ser
utilizados como elementos de acoplamento. Mais informacgdes
relacionadas com o) acoplamento de Suzuki podem ser
encontradas em, por exemplo, Kudo et al., Angew. Chem. Int.
Ed. 45: 1282-1284 (2006); Kirchhoffet al., J. Am. Chem. Soc.,
124: 13662-13663 (2002); Wu et al., J. Org. Chem., 68: 670-
673 (2003); and Molander et al., J. Org. Chem., 67: 8424-8429
(2002) .

VI. Métodos

Sdo aqui descritos métodos para diminuir a atividade
catalitica de uma PI3-gquinase (por exemplo, de uma guinase
pll0a). O método inclui a etapa de contatar a PI3-quinase com
uma quantidade decrescente de atividade de um composto como
aqui descrito (isto é, um antagonista que se liga a cavidade
de afinidade da PI3-quinase ou o composto da Férmula (I)). Em
algumas concretizacdes, o antagonista é capaz de diminuir a
atividade catalitica de uma tirosina-quinase. Por exemplo, O

antagonista ¢ um antagonista de pirazolopirimidina que se
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liga a cavidade de afinidade da PI3-quinase ou um antagonista
de pirrolpirimidina que se liga a cavidade de afinidade da
PI3-quinase.

O antagonista pode ser especifico para a plllx
relativamente a pll0d, pll0B, e/ou pll0y. A Clsy para a pllla
pode ser pelo menos de 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 500, ou 1000 vezes inferior
a CIsg para a pll10d, pll0R, e/ou pll0y. A CIs; do antagonista
em relacdo a pllO0ua pode ser inferior a 100 um, 50 pM, 40 uM,
30 M, 20 pM, 10 pM, 5 uM, 1 uM, 0,5 upM, 0,1 upM, 50 nM, 10
nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,1 nM, 50 pM, 10 pM ou 1 pM.

O antagonista ©pode ser especifico para a pll0u
relativamente a tirosina-quinase do recetor de insulina. A
Clsy para pllOux pode ser pelo menos 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,
10, 20, 30, 40, 50, 0, 70, 80, 90, 100, 200, 500, ou 1000
vezes inferior a CIsg para a tirosina-quinase do recetor de
insulina. A CIsg do antagonista para a pllOa pode ser
inferior a 100 uM, 50 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 pM, 1
w, 0,5 puM, 0,1 pM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,1 nM, 50
pM, 10 pM ou 1 pM.

O antagonista pode reduzir, ou ser capaz de reduzir a
atividade catalitica de wuma tirosina-quinase. A CIsy do
antagonista relativamente a tirosina-quinase pode ser
inferior a 100 uM, 50 pM, 40 pM, 3 0 pM, 20 uM, 10 uM, S uM,
1 u™, 0,5 uM, 0,1 pM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,1 nM, 50
pM, 10 pM ou 1 pM. Entre as tirosina-quinases constam, por
exemplo, a proteina-quinase ADN-dependente (numero de registo
de proteina no PubMed (PLAN) AAA779184), a tirosina-gquinase
Abl (CAA52387), a Bcr-Abl, a quinase de células
hematopoiéticas (PPAN CAI19695), a SRc (PPAN CAA24495), o
recetor 2 do fator de crescimento do endotélio vascular (PPAN
ABB82619), o recetor do fator de crescimento epidérmico (PPAN
AG43241), o recetor B4 da epinefrina (PPAN EAL23820), o
recetor do fator das células-tronco (PPAN AAF22141), o
recetor da proteina-tirosina-quinase TIE-2 (PPAN Q02858), a
tirosina-quinase 3 semelhante a fms (PPAN NP 004110), o
recetor o do fator de crescimento derivado de plaquetas (PPAN
NP 990080), RET (PPAN CAA73131), e seus mutantes funcionais.
Em algumas concretizacdes, a tirosina-quinase é Abl, Bcr-Abl,
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EGFR, ou Flt-3.

O antagonista pode reduzir, ou ser capaz de reduzir a
atividade catalitica da mTOR (PPAN AAT17167). A CI:sy do
antagonista da mTOR pode ser inferior a 100 uM, 50 uM, 40 uM,
30 pM, 20 pM, 10 uM, 5 pM, eu uM, 0,5 pM, 0,1 uM, 50 nM, 10
nM, 1 nM, 0,5 nm, 0,1 nm, 50 pM, 10 pM ou 1 pM.

O antagonista pode reduzir, ou ser capaz de reduzir a
atividade catalitica de mTOR e de pllOua a uma CIsy inferior a
100 pM, 50 pM, 40 pM, 30 uM, 20 pM, 10 M, 5 M, 1 uM, 0,5 pM
0,1 aM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,5 nm, 0,1 nm, 50 pM, 10 pM ou 1
pM. O antagonista pode reduzir, ou ser capaz de reduzir a
atividade catalitica de uma tirosina-quinase e de pll0u a uma
Clso inferior a 100 uM, 50 uM, 40 pM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5
pM, 1 pM, 0,5 pM, 0,1 uM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,1 nM,
50 pM, 10 pM, ou 1 pM. O antagonista pode reduzir, ou ser
capaz de reduzir a atividade catalitica de uma tirosina-
quinase, uma mTOR, e uma pllOx a uma CIsy inferior 100 uM, 50
M, 40 uM, 30 pM, 20 pM, 10 M, 5 M, 1 uM, 0,5 uM, 0,1 uM,
50 n¥M, 10 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,1 nM, 50 pM, 10 pM, ou 1 pM.

Descreve-se também aqui um método de tratamento de uma
doenca ou estado clinico mediado pela atividade da PI3-
quinase, atividade da PI3-quinase e atividade da tirosina-
quinase, atividade da PI3-quinase e atividade da mTOR, ou
pela atividade da PI3-quinase, atividade da mTOR e atividade
da tirosina-quinase, num individuo com necessidade de tal
tratamento. O método inclui a administracdo ao individuo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um antagonista. O
antagonista ¢é um antagonista que se liga a cavidade de
afinidade da PI3-quinase ou o composto de Férmula (I). Em
algumas concretizagdes, o antagonista é um antagonista de
pirazolopirimidina que se liga a cavidade de afinidade da
PI3-quinase, ou um antagonista de pirrolpirimidina que se

liga a cavidade de afinidade da PI3-guinase.

A doenca pode ser igualmente um distUrbio de reabsorcédo
6ssea, leucemia mieldide crédnica, inflamacdo anormal, doenca
autoimune, trombose, ou asma. A doenca também pode ser um
tipo de cancro ou de metdstase de cancro, incluindo, por
exemplo, leucemia, carcinomas e sarcomas, tais como cancro do
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cérebro, mama, colo do utero, <cdlon, cabeca e pescocgo,
figado, rim, pulméao, pulmao de nado-pequenas células,
melanoma, mesotelioma, ovario, sarcoma, estdmago, Utero e
meduloblastoma. Outros exemplos s&o: doenca de Hodgkin,
linfoma ndo-Hodgkin, mieloma multiplo, neuroblastoma, cancro
do ovario, rabdomiossarcoma, trombocitose priméria,
macroglobulinemia primaria, tumores cerebrais priméarios,
cancro, insulanoma pancredtico maligno, carcinoide maligno,
cancro da bexiga, lesdes cutdneas pré-malignas, cancro
testicular, linfomas, cancro da tiroide, neuroblastoma,
cancro do eséfago, cancro do trato geniturinéario,
hipercalcemia maligna, cancro do endométrio, cancro do cértex
super-renal, neoplasias do péncreas enddbdcrino e exdbdbcrino, e
cancro da préstata. Em algumas formas de realizacdo, a doenca
¢ selecionada entre o cancro do figado, cancro do cdlon,
cancro da mama, melanoma, leucemia mieldide aguda, leucemia
mieldéide crdénica, ou cancro do pulmdo de nado-pequenas
células.

Sdo também aqui descritos métodos de supressdo da funcédo
de um leucdcito ou supressido da funcdo de um osteoclasto. O
método inclui o contato do leucédcito ou do osteoclasto com
uma gquantidade de antagonista suficiente para interromper a
respetiva funcdo. O antagonista é um antagonista que se liga
a cavidade de afinidade da PI3-gquinase ou o composto de
Foérmula (I). O antagonista pode ser um antagonista de
pirazolopirimidina que se liga a cavidade de afinidade da
PI3-gquinase ou um antagonista de pirrolpirimidina que se liga
a cavidade de afinidade da PI3-gquinase.

VII. Formulacdes Farmacéuticas

Descreve-se também aqui uma composicdo farmacéutica que
inclui um antagonista em mistura com um excipiente
farmaceuticamente aceitédvel. Um perito na especialidade
reconhecera que as composicdes farmacéuticas incluem os sais
farmaceuticamente aceitéveis dos antagonistas da PI3-guinase
atrés descritos.

Em aplicac¢des terapéuticas e/ou de diagndéstico, os
compostos da invencédo podem ser formulados para uma variedade
de modos de administracdo, incluindo administracdo sistémica



EP 2 004 654/PT
34

e tépica ou administracdo localizada. As técnicas e
formulacdes podem ser geralmente encontradas em Remington:
The Science and Practice of Pharmacy (ed. 20) Lippincott,
Williams & Wilkins (2000).

Os compostos de acordo com a invencdo sdo eficazes numa
larga gama de administracdo. Por exemplo, no tratamento de
adultos humanos, doses de 0,01 a 1000 mg, de 0,5 a 100 mg, de
1 a 50 mg por dia, e de 5 a 40 mg por dia, sdo exemplos de
doses que podem ser utilizadas. Uma dose preferida é de 10 a
30 mg por dia. A dose exata dependerd da via de
administracdo, da forma sob a qual o composto é administrado,
do individuo a ser tratado, do peso corporal do individuo a
ser tratado, e da preferéncia e experiéncia do médico
assistente.

Sais farmaceuticamente aceitdveis sdo geralmente Dbem
conhecidos das pessoas competentes na especialidade e podem
incluir, a titulo de exemplo ndo limitativo, acetato,
benzenossulfonato, besilato, benzoato, bicarbonato,
bitartarato, brometo, edetato de célcio, carnsilato,
carbonato, citrato, edetato, edisilato, estolato, esilato,
fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato,
glicolilarsanilato, hexilresorcinato, hidrabamina,
bromidrato, cloridrato, hidroxinaftoato, iodeto, isetionato,
latato, latobionato, malato, maleato, mandelato, mesilato,
mucato, napsilato, nitrato, pamoato (embonato), pantotenato,
fosfato/difosfato, poligalaturonato, salicilato, estearato,
subacetato, succinato, sulfato, tanato, tartarato, ou
teoclato. Outros sais farmaceuticamente aceitdveis podem ser
encontrados em, por exemplo, Remington: The Science and
Practice of Pharmacy (ed. 20) Lippincott, Williams & Wilkins
(2000). Os sais farmaceuticamente aceitédveis incluem, por
exemplo, acetato, benzoato, brometo, carbonato, citrato,
gluconato, bromidrato, cloridrato, maleato, mesilato,
napsilato, pamoato (embonato), fosfato, salicilato,
succinato, sulfato ou tartarato.

Dependendo das condicdes especificas a serem tratadas,
tais agentes podem ser formulados em formas farmacéuticas
liquidas ou sdé6lidas e administrados sistémica ou localmente.
Os agentes podem ser fornecidos, por exemplo, numa forma de



EP 2 004 654/PT
35

libertacdo programada ou sustentada como ¢é conhecido pelos
peritos na especialidade. As técnicas de formulacdo e
administracdo podem ser encontradas em Remington: The Science
and Practice of Pharmacy (ed. 20) Lippincott, Williams &
Wilkins (2000). As vias de administracdo adequadas podem
incluir a wvia oral, wvia bucal, pulverizador de inalacéo,
administracéo sublingual, retal, transdérmica, vaginal,
transmucosa, nasal ou intestinal; administracdo parentérica,
incluindo injec¢des intramuscular, subcutdnea, intramedular,
bem como intratecal, intraventricular direta, intravenosa,
intra-articular, intraesternal, intrassinovial, intra-
hepatica, intralesional, intracraniana, intraperitoneal,
intranasal ou intraocular, ou outros modos de administracéo.

Para injecéo, 08 agentes da invencdo podem @ ser
formulados e diluidos em solucgdes aquosas, tais como tampdes
fisiologicamente compativeis do tipo de solucdo de Hank,
solugcdo de Ringer ou tampdo de solugdo salina fisioldgica.
Para administracdo transmucosa, penetrantes apropriados para
a barreira a ser permeada sdo usados na formulacdo. Tais
penetrantes sdo geralmente conhecidos na arte.

A utilizacdo de veiculos inertes farmaceuticamente
aceitdveis na formulacdo dos compostos revelados agqui para a
prdtica da invencdo, em doses adequadas para administracéo
sistémica, estd abrangida pelo ambito da invencdo. Com a
escolha apropriada de veiculo e de préatica de fabrico, as
composicdes da presente invencéo, em especial aquelas
formuladas como solucdes, podem ser administradas
parentericamente, tal como por injecdo intravenosa. Os
compostos podem ser facilmente formulados utilizando veiculos
farmaceuticamente aceitaveis bem conhecidos na arte, em doses
adequadas para administracdo oral. Tais transportadores
permitem que os compostos da invencdo sejam formulados como
comprimidos, pilulas, céapsulas, liquidos, géis, =xaropes,
pastas, suspensdes e semelhantes, para ingestdo oral por um
individuo (por exemplo, paciente) a ser tratado.

Para administracdo nasal ou inalacdo, o0s agentes da
invencdo podem também ser formulados por métodos conhecidos
dos peritos na especialidade e podem incluir, por exemplo,
mas ndo lhes estando limitado, solubilizacdo, diluicdo ou
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disperséo de substéncias tais como, solucéo salina,
conservantes como alcool benzilico, promotores de absorcdo e
fluorocarbonetos.

As composicdes farmacéuticas adequadas para utilizacéo
na presente invencdo incluem composicdes em que os principios
ativos estdo contidos numa gquantidade eficaz para se atingir
a sua finalidade pretendida. A determinacdo das quantidades
eficazes estd bem dentro das capacidades dos peritos na
especialidade, especialmente a luz dos pormenores aqui
revelados.

Para além dos principios ativos, estas composigdes
farmacéuticas poderdo conter transportadores
farmaceuticamente aceitédveis adequados, o0s quais compreendam
excipientes e adjuvantes que facilitem o processamento dos
compostos ativos em preparacdes que possam ser utilizadas
farmaceuticamente. As preparacdes formuladas para
administracdo oral podem estar na forma de comprimidos,
drageias, cépsulas ou solucbes.

As preparacdes farmacéuticas para uso oral podem ser
obtidas através da combinacdo dos compostos ativos com
excipientes sélidos, opcionalmente triturando a mistura
resultante e processando a mistura de granulos apds adicdo de
adjuvantes adequados, se desejado, para obter comprimidos ou
nucleos de drageias. Os excipientes adequados sédo,
especialmente, cargas do tipo acucares, incluindo lactose,
sacarose, manitol, ou sorbitol; preparacdes de celulose, por
exemplo, amido de milho, amido de trigo, amido de arroz,
amido de Dbatata, gelatina, goma adragante, metilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose de sdédio
(CMC) , e/ou polivinilpirrolidona (PVP: povidona) . Se
desejado, agentes desintegrantes podem ser adicionados, tais
como polivinilpirrolidona reticulada, &gar, ou &acido alginico

ou um seu sal, tal como alginato de sdédio.

Os nlUcleos de drageias sdo fornecidos com revestimentos
adequados. Para esta finalidade, ©podem ser utilizadas
solucdes concentradas de acucar, que podem conter
opcionalmente goma arabica, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, ©polietilenoglicol (PEG), e/ou didéxido de
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titédnio, solucdes de laca e solventes orgédnicos adequados ou
misturas de solventes. Matérias corantes ou pigmentos podem
ser adicionados aos revestimentos dos comprimidos ou drageias
para identificacdo ou para caraterizar diferentes combinacdes
de doses de compostos ativos.

As preparacdes farmacéuticas que podem ser utilizadas
oralmente incluem cépsulas de encaixe feitas de gelatina, bem
como céapsulas moles e seladas feitas de gelatina e um
plastificante, tal como glicerol ou sorbitol. As cépsulas de
encaixe podem conter os ingredientes ativos em mistura com
enchimentos como lactose, ligantes como amidos, e/ou
lubrificantes como talco ou estearato de magnésio e,
opcionalmente, estabilizantes. Nas cépsulas moles, 0s
compostos ativos podem ser dissolvidos ou suspensos em
liquidos adegquados, tais como 6leos gordos, parafina liquida,
ou polietilenoglicdéis ligquidos (PEGs). Além disso, podem ser
adicionados estabilizantes.

Dependendo do esgpecifico estado clinico ou doenca a
serem tratados ou prevenidos, agentes terapéuticos
adicionais, gue sdo normalmente administrados para tratar ou
prevenir esse estado, podem ser administrados em conjunto com
0s inibidores desta invencéo. Por exemplo, agentes
quimioterapéuticos ou outros agentes antiproliferativos podem
ser combinados com os inibidores da presente invencdo para
tratar doencas proliferativas e cancro. Exemplos de agentes
quimioterapéuticos conhecidos incluem, mas n&o lhes estando
limitados, adriamicina, dexametasona, vincristina,
ciclofosfamida, fluorouracilo, topotecano, taxol, interferdes
e derivados de platina.

Outros exemplos de agentes dos inibidores da presente
invencdo que também podem ser combinados incluem, sem lhes

estar limitado, agentes anti-inflamatdérios tais como
corticosteroides, bloqueadores do TNF, IL-1 RA, azatioprina,
ciclofosfamida e sulfassalazina; imunomoduladores e
imunossupressores tais como ciclosporina, tacrolimus,
rapamicina, micofenolato de mofetil, interferdes,
corticosteroides, ciclofosfamida, azatioprina e

sulfassalazina; fatores neurotrdéficos tais como inibidores da

acetilcolinesterase, inibidores da MAO, interferdes,
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anticonvulsivos, blogqueadores de canais de ides, o riluzol e
agentes anti-parkinsonianos; agentes para o tratamento de
doencas cardiovasculares tais como betabloqueadores,
inibidores da ACE, diuréticos, nitratos, Dbloqueadores do
canal de célcio e estatinas; agentes para o tratamento de
doencas hepéticas, tais como corticosteroides, colestiramina,
interferdes e agentes antivirais; agentes para o tratamento
de disturbios do sangue, tais como corticosteroides, agentes
antileucémicos e fatores de crescimento; agentes para o
tratamento de diabetes, tais como insulina, anédlogos da
insulina, inibidores da alfa-glucosidase, higuanidas e
sensibilizadores da insulina; e agentes para o tratamento de
distlrbios de imunodeficiéncia, tais como a gamaglobulina.

Estes agentes adicionais podem ser administrados
separadamente da composicdo, como parte de um regime de doses
multiplas. Alternativamente, estes agentes podem fazer parte
de uma Unica forma de dose, estando misturados com o inibidor
numa Unica composicgéo.

VIII. Exemplos

Os exemplos seguintes destinam-se a ilustrar
determinadas concretizacées da invencéo.

Métodos Gerais. Todos os produtos quimicos, reagentes e

solventes utilizados foram adquiridos comercialmente e
utilizados tal como recebidos. dH20 refere-se a 4agua
desionizada. A evaporacdo de solventes foi realizada num
evaporador rotativo, sob pressdo reduzida. Os compostos foram
purificados ©por cromatografia liquida de alta resolucéo
(HPLC), eluindo-se com dH,0-MeCN-Acido trifluoroacético,
50:50:0,1, salvo indicacdo em contrario. O0Os produtos foram
analisados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LCMS), utilizando MeCN-&4cido fdérmico
a 0,1% (varias proporcdes) como eluente.

A. Procedimentos de Reagdo Selecionados.
Sintese de 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA1l8).

Uma solucédo de 250 mL de formamida e 3-amino-4-
pirazolecarbonitrilo (25 g, 0,231 mole) foi aquecida a 180 °C
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durante a noite, sob atmosfera de &rgon. A mistura reacional
foi arrefecida e adicionou-se 400 ml de dH20. O sdélido
resultante foi filtrado e enxaguado com dH20 fria. O sdélido
branco precipitado foi recolhido e seco sob vacuo durante a
noite, obtendo-se BAl8 (39 g, 100% de rendimento). ESI-MS
(M+H)+ m/z calculado: 136,1, encontrado: 136,1.

Sintese de 3-iodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(BAl19). Uma solucdo de 3H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(10 g, 0,074 mole) e N-iodo-succinamida (25 g, 0,111 mole) em
DMF (80 mL) foi aquecida a 80 °C durante a noite, sob
atmosfera de argon. O sdélido resultante foi filtrado e lavado
com EtOH frio. O produto foi seco sob vacuo durante a noite,
obtendo-se BA19 (24 g, 100% de rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z
calculado: 262,0, encontrado: 262,0.

Sintese de 3-iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (BAl2). Uma solucdo de 3-iodo-1H-pirazolo
[3,4-d]pirimidin-4-amina (2 g, 0,0077 mole) e K,CO; (4,2 g,
0,031 mole) em DMF (50 mL) foi levada a 80 °C sob atmosfera
de &rgon. Brometo de isopropilo (1,0 g, 0,0084 mole) foi
adicionado com uma seringa. A mistura reacional foi submetida
a refluxo sob atmosfera de &rgon, durante 2 horas. K,CO;
sbélido foi removido por filtracéao. o) solvente foi
parcialmente removido sob vacuo. Citrato de sdédio (50 mL) foi
adicionado e a mistura reacional foi extraida com EtOAc. As
fases orgédnicas foram concentradas sob vacuo e purificadas
por cromatografia em coluna de gel de silica [MeOH-CHyClg,,
5:95], obtendo-se BAl2 (1,68 g, 72% de rendimento). ESI-MS
(M+H)+ m/z calculado: 304,0, encontrado: 304,1.

Acoplamento de Suzuki geral. Preparacdo dos produtos
finais (ver Tabela 1 guanto a nomes e estruturas do produto
final).

3-iodo-1l-isopropil-1lH-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(40 mg, 0,13 mmole, 1 equivalente) foi dissolvido em DME (12
ml) . Acido borénico (1,1 equivalente) foi dissolvido em EtOH
(3,3 ml) e adicionado & mistura reacional. Pd(PPhj3), (30 mg,
0,026 mmole, 0,2 equivalentes) e NayCOz (1,9 ml) saturado
foram adicionados a mistura reacional, aqueceu-se a 80 °C sob
atmosfera de &rgon e submeteu-se a refluxo durante 8 horas.
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Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas e o solvente foi removido. O
s6lido resultante (ou ¢leo) foi dissolvido em dH20-MeCN-&cido
trifluoroacético 50:50:0,1, e purificado por HPLC. Produto
purificado (rendimento variado) como confirmado por LCMS.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) -benzenossulfonamida (BAl4). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido benzenossulfonamida-4-bordnico (23
mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucéo
de 3-iodo-l-isoprapil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidina-4-amina
(20 mg, 0,07 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPh3)4 (16 mg, 0,014
mmole) e Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BAl4 (2,2 mg, 10% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 333,1, encontrado:
333,1.

Sintese de l-isopropil-3-(3-metoxi-4-metilfenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA15). Uma solucdo de 2-
metoxi-4-(4,4,5,5-tetrametil-1, 3-di-2-dioxaborolan-2-il) fenol
(19 mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg,
0,014 mmole) e Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
adrgon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BAlS5 (4,3 mg, 20% de
rendimento). ESI-MS (M+H)+ m/z calculado: 300,1, encontrado:
300, 2.

Sintese de 6- (4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)naftaleno-2-0l1 (BAl7). Uma solucdo de é&4cido 6-
hidroxinaftalen-2-il-2-bordénico (15 mg, 0,08 mmole) em EtOH
(3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs); (16 mg, 0,014 mmole) e Na,CO3; saturado
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(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%) obtendo-se BAlbS
(4,8 mg, 23% de rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado:
320,1, encontrado: 320,1.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2-metoxifenilcarbamato de terc-butilo (BA20).
Uma solucdo de é&acido 4-N-Boc-amino-3-metoxi-benzenobordnico
(48 mg, 0,18 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (50 mg, 0,18 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (40 mg,
0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
argon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgdnicas foram combinadas,
concentradas sob vAacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%) obtendo-se BA20. ESI-MS (M+H)+ m/z
calculado: 399,2, encontrado: 399,1.

Sintese de 3-(4-amino-3-metoxifenil)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA20d). Uma solucdo de 4-
(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenilcarbamato de terc-butilo (BA20) (20 mg, 0,05
mmole) em CH,Cl,, TFA, S(CHy),, H,O (45:45:5:5) (1 mL) foi
agitada a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Acrescentou-se NaHCO; (2 mL) até a mistura ficar Dbasica. A
mistura reacional foi entdo extraida com H,O e CH,Cl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA20d.

Sintese de 5-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)piridina-2-carbonitrilo (BA21l). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido 2-cianopiridina-5-borénico (18 mg,
0,08 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de
3-iodo-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (20
mg, 0,07 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014
mmole) e Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
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adrgon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA21 (2,5 mg, rendimento de
14%) . ESI-MS (M+H)+ m/z calculado: 280,1, encontrado: 280,1.

Sintese de 3-(3-(benziloxi)-5-fluorofenil)-1l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina. Uma solucdo de &cido (3-
benziloxi-5-fluorofenil)bordénico (29 mg, 5,80 mmole) em EtOH
(3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPh3); (16 mg, 0,014 mmole) e NayCO3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA22 (15,6 mg, rendimento de 60%). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 378,1, encontrado: 378,0.

Sintese de 3-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-5-fluorofenol (BA22). Uma solucdo de -(3-
(benziloxi)-5-fluorofenil)-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (15 mg, 0,04 mmole) em MeOH (0,9 mL) foi
purgada com &rgon. Pd sobre carvdo ativado (10 mL) foi
cuidadosamente adicionado, mantendo-se a reacdo sob atmosfera
de &argon. A mistura reacional foi purgada com gas de H; e
deixada durante a noite sob atmosfera de H; e a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi filtrada através de celite
e lavada com MeOH, obtendo-se BA22 (15 mg, 100% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 288,1, encontrado:
288,1.

Sintese de l-isopropil-3-(3,4-dimetoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA23). Uma solucdo de &cido
3,4-dimetoxifenilborbénico (24 mg, 0,13 mmole) em EtOH (3,3
mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e Na,CO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
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fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%) obtendo-se BA23
(13,1 mg, rendimento de 60%). ESI-MS (M+H)  m/z calculado:
314,0, encontrado: 314,1.

Sintese de (3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)metanol (BA26). Uma solucdo de &acido (3-
hidroximetilfenil)bordénico (24 mg, 0,13 mmole) em EtOH (3,3
mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA26 (8,4 mg, 42% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 283,1, encontrado: 284,2.

Sintese de 3-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-N-(4,5-dihidrotiazol-2-il)-benzamida (BA30) .
Uma solucéo de adcido [3-((4,5-dihidrotiazol-2-1i1) -
carbamoil) fenillbordénico (19 mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 mL)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHpCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%) obtendo-se BA30
(17,8 mg, 67% de rendimento).

Sintese de 1-(4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)etanona (BA31l). Uma solucdo de &cido 4-
acetilfenilborénico (12,7 mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 mL)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e Na,CO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
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fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H20:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA31 (12,9 mg, 62% de rendimento).

Sintese de (3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)metanol (BA32). Uma solucdo de &acido (4-
aminocarbonil-3-clorofenil)bordénico (16 mg, 0,08 mmole) em
EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07
mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhjs)., (16 mg, 0,014 mmole) e NayCOsj
saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi
aquecida a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite.
Apbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA32 (9,7 mg, 42% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 331,1, encontrado: 331,1.

Sintese de 5-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-3-metiltiofeno-2-carbaldeido (BA34) . Uma
solucédo de &cido 5-formil-3-metiltiofeno-2-bordénico (26 mg,
0,14 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de
3-iodo-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40
mg, 0,13 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014
mmole) e NayCOs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
argon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgadnicas foram combinadas,
concentradas sob vAacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA34 (14,7 mg, 38% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 302,1, encontrado:
302,0.

Sintese de 5-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-furano-3-carbaldeido (BA35). Uma solucdo de
dcido 4-formilfuran-2-bordénico (20 mg, 0,14 mmole) em EtOH
(3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iocdo-l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidina-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e Na,COs3; saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
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fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA35 (13,5 mg, 39% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 272,1, encontrado: 272,1.

Sintese de N-[3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-fenil]-metanossulfonamida (AB38). Uma solucédo
de 4cido 3-metanossulfonilaminofenilbordénico (32 mg, 0,15
mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-
iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40 mg,
0,13 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs3)s (16 mg, 0,014 mmole) e
Na,C0O3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foli aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHy;Cl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se AB38 (24,3 mg, 543 de
rendimento). ESI-MS (M+H) " m/z calculado: 347,1, encontrado:
347,0.

Sintese de 3-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)benzonitrilo (BA39). Uma solucdo de acido 3-
cianofenilborénico (23 mg, 0,15 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi
adicionada a uma solucéo de 3-iodo-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s; (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3 saturado(l,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHpCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA39 (14,9 mg, 41% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 279,1, encontrado: 279,0.

Sintese de N-[4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil]metanossulfonamida (BA40). Uma solucédo
de acido 4-metanosulfonilaminofenilborénico (24 mg, 0,11
mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-
iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg,
0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e
Na,COz; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de A&rgon,
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durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHy;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O: TFA a 0,1%), obtendo-se BA40 (0,9 mg, 3% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 347,1, encontrado:
347,0.

Sintese de 3-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)benzenossulfonamida (BA4l1l). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido benzenossulfonamida-3-bordénico (31
mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucéo
de 3-iodo-l-isopropil-1lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidina-4-amina
(30 mg, 0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03
mmole) e Na,COs3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
adrgon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA4l (9,2 mg, 28% de
rendimento). ESI-MS (M+H) " m/z calculado: 333,1, encontrado:
333,0.

Sintese de 2-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-

pirimidin-3-il)benzo[bltiofeno-5-carbaldeido (BA42) . Uma
solucdo de éster pinacdlico do &cido 5-formilbenzo[b]tiofeno-
2-bordénico (31 mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi
adicionada a uma solucéo de 3-iodo-l-isopropil-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s; (30 mg, 0,03 mmole) e Na,COsz saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA42 (15,2 mg, 45% de rendimento). ESI-MS (M+H)+ m/z
calculado: 338,1, encontrado: 338,0.

Sintese de 5-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-1H-indol-3-carbaldeido (BA43). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido N-Boc-3-formil-5-indolebordénico (40
mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucéo
de 3-iodo-l-isogropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30
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mg, 0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole)
e NayC0O3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de &argon,
durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHy;Cl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H;O:TFA a 0,1%). O TFA da purificacdo hidrolisou o Boc,
obtendo-se BA43. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 321,1,
encontrado: 321,0.

Sintese de 3-(benzolc][1,2,5]loxadiazol-6-11)-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA44) . Uma
solucdo de &cido benzol[c]l[1l,2,5]oxadiazole-5-borbénico (18 mg,
0,11 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de
3-iodo-l1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30
mg, 0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole)
e NayC0O3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de &argon,
durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHy;Cl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA44. ESI-MS (M+H)+ m/z
calculado: 296,1, encontrado: 29¢6,1.

Sintese de 2-(4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)acetonitrilo (BA45) . Uma solucdo de
acido (4-cianometilfenil)bordnico (18 mg, 0,11 mmole) em EtOH
(3,3 mL) foi adicionada a uma solucgdo de 3-iodo-l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA45. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 293,1, encontrado: 293,1.

Sintese de 2-(3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)acetonitrilo (BA46). Uma solucdo de
dcido (3-cianometilfenil)bordnico (18 mg, 0,11 mmole) em EtOH
(3,3 mL) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em
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DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA45. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 293,1, encontrado: 293,1.

Sintese de l-isopropil-3-(4-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA48). Uma solucdo de &cido
(4-metoxifenil)bordénico (17 mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 mL)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs); (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOs3 saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA48 (4,5 mg, 16% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 284,1, encontrado: 284,1.

Sintese de l-isopropil-3-(3-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA49). Uma solucdo de &acido
3-metoxifenilbordénico (17 mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 mL)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs); (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOs3 saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &argon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA49. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 284,1, encontrado: 284,0.

Sintese de l-isopropil-3-(piridin-3-il)-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina (BAbB2). Uma solucdo de &acido 3-
piridinilbordénico (15 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi
adicionada a uma solucéo de 3-iodo-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (15 mg, 0,015 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
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80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA52. ESI-MS (M+H)  m/z calculado: 255,1, encontrado: 255,0.

Sintese de l-isopropil-3-(pirimidin-5-i1)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BAb53). Uma solucdo de &acido
S5-pirimidilborénico (15 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi
adicionada a uma solucgédo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (15 mg, 0,015 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA53. ESI-MS (M+H) " m/z calculado: 256,1, encontrado: 256,1.

Sintese de 3-(2,3-di-hidrobenzo[b][l,4]dioxin-6-i1)-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA54) . Uma
solucdo de 4cido 2,3-di-hidro-1,4-benzodioxin-6-ilbordénico
(26 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-l1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg,
0,03 mmole) e NayCO3z saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases organicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA54 (6 mg, 15% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 312,1, encontrado:
312,0.

Sintese de 1-(3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)etanona (BA55). Uma solucdo de &cido 3-
acetilfenilbordénico (23 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi
adicionada a uma solucéao de 3-iodo-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e Na,CO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a

80 °C sob atmosfera de 4&rgon, durante a noite. Apds
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arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA55 (7 mg, 18% de rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado:
296,1, encontrado: 296,1.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenol (BA5S6) . Uma solucéo de adcido 4-
hidroxifenilbordénico (30 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 mL) foi
adicionada a uma solucgédo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs3)s (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA56 (12 mg, 32% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z calculado:
270,1, encontrado: 270,1.

Sintese de Inibidores Duplos de PI3-Quinase/Tirosina-
Quinase

Sintese de 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA18).
Uma solucdo de 250 ml de formamida e de 3-amino-4-
pirazolecarbonitrilo (25 g, 0,231 mole) foi aquecida a 180 °C
durante a noite, sob atmosfera de argon. A mistura reacional
foi arrefecida e adicionou-se 400 ml de dH,0. O sdélido
resultante foi filtrado e lavado com dH,O0 fria. O sdélido
branco precipitado foi recolhido e seco sob vacuo durante a
noite, obtendo-se BA1l8 (39g, 100% de rendimento). ESI-MS
(M+H) " m/z calculado: 136,1, encontrado: 136,1.

Sintese de 3-iodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(BA19). Uma solucdo de 3H-pirazolo[3,4-d]Jpirimidin-4-amina
(10 g, 0,074 mole) e N-iodo-succinamida (25 g, 0,111 mole) em
DME (80 ml) foi aquecida a 80 °C, durante a noite, sob
atmosfera de drgon. O sdélido resultante foi filtrado e lavado
com EtOH frio. O produto foi seco sob véacuo durante a noite,
obtendo-se BA19 (24g, 100% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 262,0, encontrado: 262,0.
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Sintese de 3-iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (BAl12) . Uma solucédo de 3-iodo-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (2 g, 0,0077 mole) e KyCO3
(4,2 g, 0,031 mole) em DMF (50 ml) foi levada a 80 °C sob
atmosfera de &rgon. Brometo de isopropilo (1,0 g, 00,0084
mole) foi adicionado com uma seringa. A mistura reacional foi
submetida a refluxo sob atmosfera de &argon, durante 2 horas.
Ky;CO3 sé6lido foi removido por filtracdo. O solvente foi
parcialmente removido sob vacuo. Acrescentou-se citrato de
sédio (50 mL) e a mistura reacional foi extraida com EtOAc. A
fase orgénica foi concentrada sob vacuo e purificada por
cromatografia em coluna de gel de silica [MeOH-CH,Cl,, 5:95],
obtendo-se BAl2 (1,68 g, 72% de rendimento). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 304,0, encontrado: 304,1.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-benzenossulfonamida (BAl4). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido benzenossulfonamida-4-bordnico (23
mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucéo
de 3-iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidina-4-amina
(20 mg, 0,07 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014
mmole) e Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BAl4 (2,2 mg, 10% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 333,1, encontrado:
333,1.

Sintese de l-isopropil-3-(3-metoxi-4-metilfenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BAl5). Uma solucdo de 2-
metoxi-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3-di-2-dioxaborolan-2-il) fenol
(19 mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg,
0,014 mmole) e NayCOz saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
adrgon, durante a noite. Apdbds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH,Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BAlS5 (4,3 mg, 20% de
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rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 300,1, encontrado:
300,2.

Sintese de 6-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)naftaleno-2-0l1 (BAl7). Uma solucdo de &cido 6-
hidroxinaftalen-2-il-2-bordénico (15 mg, 0,08 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs); (16 mg, 0,014 mmole) e Na,CO; saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BAl5 (4,8 mg, 23% de rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z
calculado: 320,1, encontrado: 320,1.

Sintese de terc-butil-4-(4-amino-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenilcarbamato (BA20).
Uma solucdo de &cido 4-N-Boc-amino-3-metoxibenzenobordnico
(48 mg, 0,18 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (50 mg, 0,18 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg,
0,03 mmole) e Na,CO3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
argon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vAacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA20. ESI-MS (M+H)  m/z
calculado: 399,2, encontrado: 399,1.

Sintese de 3-(4-amino-3-metoxifenil)-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA20d). Uma solucdo de 4-
(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenilcarbamato de terc-butilo (BA20) (20 mg, 0,05
mmole) em CH,Cl,, TFA, S(CH»),, HxO (45:45:5:5) (1 mL) foi
agitada a temperatura ambiente durante 15 minutos. Adicionou-
se NaHCO; (2 mL) até a mistura reacional ficar bésica e
extraiu-se com H,0 e CH,Cl,. As fases orgénicas foram
combinadas, concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA20d.
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Sintese de 2-amino-5-(4-amino-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il) fenol (BA20dd) . Dissolveu-se
BA20 (terc-butil-4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3, 4~

dlpirimidin-3-il) -2-metoxifenilcarbamato, 7 mg, 0,018 mmole)
em CH,Cl, (2,5 mL) e agitou-se sob atmosfera de &rgon, a
temperatura ambiente. Acrescentou-se BRrj3 (0,500 ml)
lentamente, com uma seringa. A mistura reacional foi agitada
durante a noite, sob &rgon, a temperatura ambiente. Removeu-
se o BBr; sob vacuo e o sdbdélido remanescente foi purificado
por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA20d.

Sintese de 5-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)piridina-2-carbonitrilo (BA21). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido 2-cianopiridina-5-borénico (18 mg,
0,08 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de
3-iodo-l1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (20
mg, 0,07 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014
mmole) e Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH,Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA21 (2,5 mg, rendimento de
14%) . ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 280,1, encontrado: 280,1.

Sintese de 3-(3-(benziloxi)-5-fluorofenil)-1l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina. Uma solucdo de acido (3-
benziloxi-5-fluorofenil)bordénico (29 mg, 5,80 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e NayCO; saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA22 (15,6 mg, rendimento de 60%). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 378,1, encontrado: 378,0.

Sintese de 3-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-5-fluorofenol (BA22). Uma solucdo de -(3-
(benziloxi)-5-fluorofenil)-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
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pirimidin-4-amina (15 mg, 0,04 mmole) em MeOH (0,9 ml) foi
purgada com argon. Pd sobre carvdo ativado (10 ml) foi
cuidadosamente adicionado, mantendo-se a reacdo sob atmosfera
de 4&rgon. A mistura reacional foi purgada com gés de H, e
deixada sob atmosfera de H, durante a noite e a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi filtrada através de celite
e lavada com MeOH, obtendo-se BA22 (15 mg, 100% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 288,1, encontrado:
288,1.

Sintese de l-isopropil-3-(3,4-dimetoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA23). Uma solucdo de acido
3,4-dimetoxifenilborénico (24 mg, 0,13 mmole) em EtOH (3,3
ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHpCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA23 (13,1 mg, 60% de rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z
calculado: 314,0, encontrado: 314,1.

Sintese de 2-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-5-benziloxi)-1H-indole-1-carboxilato de terc-
butilo (BA24). Uma solucdo de &acido b5-benziloxi-1-BOC-indol-
2-borénico (303 mg, 0,83 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo
[3,4-d]pirimidin-4-amina (100 mg, 0,33 mmole) em DME (12 ml).
Pd (PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9 mL) foram
adicionados e a mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob
atmosfera de A&rgon, durante a noite. Apbds arrefecimento,
extraiu-se com NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgéanicas
foram combinadas, concentradas sob vacuo e purificadas por
cromatografia em coluna de gel de silica (EtOAc-hexana 5:95),
obtendo-se BA24. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 499, 2,
encontrado: 499, 2.

Sintese de 2-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-
dlpirimidin-3-il)-1H-indol-5-01 (BA24dd). BA24 (3-(4-fluoro-
3-metoxifenil)-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
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amina, 30 mg, 0,10 mmole) foi dissolvido numa solucdo de
acido férmico (4,5 ml, 10 egquivalentes) e HC1 (0,45 mL, 1
equivalente). A mistura reacional foi aquecida e agitada
durante uma hora sob atmosfera de &rgon. A mistura reacional
foi entdo concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA24dd. ESI-MS (M+H)  m/z
calculado: 309,1, encontrado: 309,1.

Sintese de (3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)metanol (BA26). Uma solucdo de &acido (3-
hidroximetilfenil)bordénico (24 mg, 0,13 mmole) em EtOH (3,3
ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s (16 mg, 0,014 mmole) e Nay,CO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA26 (8,4 mg, 42% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 283,1, encontrado: 284,2.

Sintese de 3-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-i11)-N-(4,5-dihidrotiazol-2-il)-benzamida (BA30).
Uma solucéao de adcido [3-((4,5-dihidrotiazol-2-il) -
carbamoil) fenil]bordénico (19 mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 ml)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s; (30 mg, 0,03 mmole) e Na,COsz saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA30 (17,8 mg, ©7% de rendimento).

Sintese de 1-(4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)etanona (BA3l). Uma solucdo de &cido 4-
acetilfenilborénico (12,7 mg, 0,08 mmole) em EtOH (3,3 ml)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (20 mg, 0,07 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPh3), (16 mg, 0,014 mmole) e Nay,CO; saturado (1,9
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mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA31 (12,9 mg, ©62% de rendimento).

Sintese de (3-(4-amino-l-isopropil-1lH-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)metanol (BA32). Uma solucdo de é4cido (4-
aminocarbonil-3-clorofenil)bordénico (16 mg, 0,08 mmole) em
EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (20 mg, 0,07
mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014 mmole) e NayCOj
saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi
aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon, durante a noite.
Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA32 (9,7 mg, 42% de rendimento). ESI-MS (M+H)® m/z
calculado: 331,1, encontrado: 331,1.

Sintese de 5-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-3-metiltiofeno-2-carbaldeido (BA34) . Uma
solugcdo de é&cido 5-formil-3-metiltiofeno-2-bordnico (26 mg,
0,14 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de
3-iodo-l1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40
mg, 0,13 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (16 mg, 0,014
mmole) e Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
adrgon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA34 (14,7 mg, 38% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 302,1, encontrado:
302,0.

Sintese de 5-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) -furano-3-carbaldeido (BA35). Uma solucdo de
4dcido 4-formilfuran-2-bordénico (20 mg, 0,14 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs); (16 mg, 0,014 mmole) e Na,CO3; saturado
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(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA35 (13,5 mg, 39% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 272,1, encontrado: 272,1.

Sintese de N-[3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-fenil]-metanossulfonamida (BA38). Uma solucéo
de 4cido 3-metanossulfonilaminofenilbordénico (32 mg, 0,15
mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-
iodo-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40 mg,
0,13 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs); (16 mg, 0,014 mmole) e
Na,CO3; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHyCl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vAacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA38 (24,3 mg, 54% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 347,1, encontrado:
347,0.

Sintese de 3-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)benzonitrilo (BA39). Uma solucdo de é&cido 3-
cianofenilborénico (23 mg, 0,15 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucgéo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s; (30 mg, 0,03 mmole) e Na,COsz saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA39 (14,9 mg, 41% de rendimento). ESI-MS (M+H)+ m/z
calculado 279,1, encontrado 279,0.

Sintese de N-[4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil]metanossulfonamida (BA40). Uma solucéo
de 4cido 4-metanossulfonilaminofenilbordénico (24 mg, 0,11
mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-
iodo-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg,
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0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e
Na,CO3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de &argon,
durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHy;Cl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA40 (0,9 mg, 3% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 347,1, encontrado:
347,0.

Sintese de 3-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-benzenossulfonamida (BA41l). Uma solucdo de
éster pinacdlico do &cido benzenossulfonamida-3-bordénico (31
mg, 0,11 mmole)) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-dlpirimidin-4-
amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg,
0,03 mmole) e NayCO3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA4l (9,2 mg, 283 de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 333,1, encontrado:
333,0.

Sintese de 2-(4-amino-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)benzo[b]ltiofeno-5-carbaldeido (BA42) . Uma
solucdo de éster pinacdlico do acido 5-formilbenzo[b]ltiofeno-
2-borodénico (31 mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucéo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs); (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3 saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA42 (15,2 mg, 45% de rendimento). ESI-MS (M+H)® m/z
calculado: 338,1, encontrado: 338,0.

Sintese de 5-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-1H-indol-3-carbaldeido (BA43). Uma solucdo de
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éster pinacdlico do &cido N-Boc-3-formil-5-indolebordénico (40
mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucédo
de 3-iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30
mg, 0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole)
e NayCO3; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHyCl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob VAacCuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O0:TFA a 0,1%). O TFA da purificacdo hidrolisou o Boc,
obtendo-se BA43. ESI-MS (M+H) + m/z calculado 321,1,
encontrado 321,0.

Sintese de 3-(benzo[cl[1,2,5]oxadiazol-6-11)-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA44) . Uma
solucédo de acido benzo[c][1l,2,5]oxadiazole-5-bordénico (18 mg,
0,11 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de
3-iodo-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (30
mg, 0,10 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs); (30 mg, 0,03 mmole)
e NayCO3; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHyCl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob VvAacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA44. ESI-MS (M+H)" m/z
calculado: 296,1, encontrado: 296,1.

Sintese de 2-(4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)acetonitrilo (BA45). Uma solucdo de
dcido (4-cianometilfenil)bordnico (18 mg, 0,11 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs). (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOs3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA45., ESI-MS (M+H)+ m/z calculado 293,1, encontrado 293,1.

Sintese de 2-(3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-3-il) fenil)acetonitrilo (BA46). Uma solucédo
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de 4cido (3-cianometilfenil)bordénico (18 mg, 0,11 mmole) em
EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10
mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhz), (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOj
saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi
aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon, durante a noite.
Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA45. ESI-MS (M+H)+ m/z calculado: 293,1, encontrado: 293,1.

Sintese de l-isopropil-3-(4-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA48). Uma solucdo de &acido
4-metoxifenilborénico (17 mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 ml)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA4S8 (4,5 mg, 16% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 284,1, encontrado: 284,1.

Sintese de l-isopropil-3-(3-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA49). Uma solucdo de acido
3-metoxifenilborénico (17 mg, 0,11 mmole) em EtOH (3,3 ml)
foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,10 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOs; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA49. ESI-MS (M+H)+ m/z calculado: 284,1, encontrado: 284,0.

Sintese de l-isopropil-3-(piridin-3-il)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA52). Uma solucdo de &cido
3-piridinilborénico (15 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucéo de 3-iodo-1l-isopropil-1H-
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pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (15 mg, 0,015 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA52. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 255,1, encontrado: 255,0.

Sintese de l-isopropil-3-(pirimidin-5-il)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA53). Uma solucdo de &cido
S5-pirimidilborénico (15 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucéo de 3-iodo-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs), (15 mg, 0,015 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH;Cl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA53. ESI-MS (M+H)' m/z calculado: 256,1, encontrado: 256,1.

Sintese de 3-(2,3-di-hidrobenzo[b]l[l,4]dioxin-6-11)-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA54) . Uma
solucdo de &cido 2,3-di-hidro-1,4-benzodioxin-6-ilbordénico
(26 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg,
0,03 mmole) e Na,CO3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
adrgon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgdnicas foram combinadas,
concentradas sob vAacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O: TFA a 0,1%), obtendo-se BAb4 (6 mg, 15% de
rendimento). ESI-MS (M+H)  m/z calculado: 312,1, encontrado:
312,0.

Sintese de 1-(3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)etanona (BAB5). Uma solucdo de &cido 3-
acetilfenilbordénico (23 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucgéo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
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(12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de 4&rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA55 (7 mg, 18% de rendimento). ESI-MS (M+H)  m/z calculado:
296,1, encontrado: 296,1.

Sintese de 4-(4-amino-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenol (BAS56) . Uma solucédo de acido 4 -
hidroxifenilborénico (30 mg, 0,14 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi
adicionada a uma solucéao de 3-iodo-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (40 mg, 0,13 mmole) em DME
(12 ml). Pd(PPhs)s; (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH;Cl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA56 (12 mg, 32% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z calculado:
270,1, encontrado: 270,1.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2-fluorofenol (BA59). Uma solucdo de &cido 3-
fluoro-4-hidroxifenilborénico (103 mg, 0,66 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iocdo-l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidina-4-amina (100 mg, 0,33 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs). (30 mg, 0,03 mmole) e Na,COs3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP, utilizando cromatografia em coluna de gel
de silica (MeOH-CH,Cl, 2:98), obtendo-se BA59 (26 mg, 27% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 288, encontrado:
288.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-3-metilfenol (BA60). Uma solucdo de &cido 4-
hidroxi-2-metilfenilbordénico (110 mg, 0,66 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
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1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina-4-amina (100 mg, 0,33 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs). (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH,C1, 2:98), obtendo-se BAGO (42 mg, 22% de
rendimento). ESI-MS (M+H)+ m/z calculado 284, encontrado 284.

Sintese de 3-(4-fluoro-3-metoxifenil)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA62). Uma solucdo de acido
4-fluoro-3-metoxifenilbordénico (61 mg, 0,36 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]pirimidina-4-amina (90 mg, 0,30 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHpCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH,C1, 2:98) obtendo-se BAG2 (40 mg, 44% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 302, encontrado:
302.

Sintese de 5-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2-fluorofenol (BA62d). Uma solucdo de BAG2
(3-(4-fluoro-3-metoxifenil)-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina, 30 mg, 0,10 mmole) foi dissolvida em
CH,Cl, (5 ml) e agitou-se sob atmosfera de &rgon. BBrs (500
pL, 0,5 mole) foi adicionado lentamente com uma seringa, sob
agitacdo. A mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente durante 3 horas e foi depois concentrada sob vacuo e
purificada por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH,C1, 2:98), obtendo-se BA62d (23 mg, 44% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado 288,1, encontrado
288,1.

Sintese de 3-(2,5-difluoro-4-metoxifenil)-1l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA63). Uma solucdo de
dcido 2,5-difluoro-4-metoxifenilbordénico (84 mg, 0,45 mmole)
em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-1-
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isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (54 mg, 0,18
mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOsj
saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foil
aquecida a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite.
Apbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH,C1,, 2:98), obtendo-se BAG3 (50 mg, 17% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 320,1, encontrado:
320,0.

Sintese de 4-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2,5-difluorofenol (BAS93) . Dissolveu-se  3-
(2,5-difluoro-4-metoxifenil)-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (BA63) (20 mg, 0,06 mmole) em CH;Cl, (2 mL)
e adicionou-se BBrsz (0,630 ml, 0,63 mmole) lentamente, com
uma seringa e sob agitacdo. A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite e foi depois concentrada
sob vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%)
obtendo-se BA93 (6,7 mg, 35% de rendimento). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 306,1, encontrado: 306,0.

Sintese de l-isopropil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA64). Uma solucdo de &acido
3,4,5-trimetoxifenilborébénico (123 mg, 0,58 mmole) em EtOH
(3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina-4-amina (70 mg, 0,23 mmole) em
DME (12 ml). Pd(PPhs). (30 mg, 0,03 mmole) e NayCOs3 saturado
(1,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida
a 80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH,C1, 2:98), obtendo-se BA64 (70 mg, 89% de
rendimento). ESI-MS (M+H)  m/z calculado: 344,1, encontrado:
344,0.

Sintese de l-isopropil-3-(2,3-dimetoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA65). Uma solucdo de &acido
2,3-dimetoxifenilborénico (105 mg, 0,58 mmole) em EtOH (3,3
ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (70 mg, 0,23 mmole) em DME
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(12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de 4&rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH»C1, 2:98), obtendo-se BAGS (63 mg, 88% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 314,1, encontrado:
314,1.

Sintese de 1l-isopropil-3-(2,4-dimetoxipirimidin-5-1il1)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA66). Uma solucdo de
dcido 2,4-dimetoxipirimidin-5-il-5-bordnico (106 mg, 0,58
mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-
iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (70 mg,
0,23 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e
Na,C0O3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional fol aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apdbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHy;Cl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por cromatografia em
coluna de gel de silica (MeOH-CH,Cl, 2:98), obtendo-se BAGG.
ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 316,1, encontrado: 316,0.

Sintese de 1l-ciclopentil-3-(3-fluoro-5-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA79). Agitou-se &cido 3-
fluoro-5-metoxibenzdéico (5 g, 0,029 mole) em CHyCl, (50 mL),
a 0 °C e sob atmosfera de &rgon. DMF (9 gotas, catalitico)
foi adicionado, seguido por cloreto de oxalilo (12,7 ml,
0,147 mole). A mistura reacional foi aquecida até a
temperatura ambiente e agitada sob atmosfera de &rgon durante
uma hora. Foi depois concentrada sob vacuo, obtendo-se
cloreto de 3-fluoro-5-metoxibenzoilo (BAG7).

Uma solucdo de malononitrilo (2,87 g, 0,044 mole) em
THF seco (50 ml) foi agitada a 0 °C sob atmosfera de &argon.
NaH em &6leo de parafina (4,64 g, 0,116 mole) foi adicionado
aos pedacos a solucdo. Cloreto de 3-fluoro-5-metoxibenzoilo
(BAc7, 0,029 mole) foi dissolvido em 50 ml de THF seco e
adicionado lentamente a mistura reacional. A mistura foi
aquecida até a temperatura ambiente e agitada sob argon
durante 24 horas. HCl1 1 N (200 mL) foi lentamente adicionado
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e, em seguida, a mistura reacional foi extraida com EtOAc. As
fases orgénicas foram combinadas, secas com sulfato de
magnésio e concentradas sob vacuo, obtendo-se 2-((3-fluoro-5-
metoxifenil) (metoxi)metileno)malononitrilo (BA69).

Agitou-se 2-((3-fluoro-5-metoxifenil) (metoxi)metileno)-
malononitrilo (BAGO9, 0,029 mole) em EtOH (20 mL), a
temperatura ambiente e sob atmosfera de &drgon. Hidrazina (1,4
mL, 29 mmole) foi adicionada e a mistura reacional foi
deixada sob agitacdo durante 90 minutos. A mistura reacional
foi concentrada sob vacuo e seca com uma bomba de vAacuo
durante a noite, obtendo-se o intermedidrio 5-amino-3-(3-
fluoro-5-metoxifenil)-1H-pirazole-4-carbonitrilo (BA73) .
Formamida (20 ml) foi adicionada e a mistura reacional foi
aquecida a 180 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite.
Arrefeceu-se a mistura reacional e acrescentou-se dH;0
(40ml), forcando um precipitado branco. O precipitado foi
recolhido e lavado com dH;0. O sdélido foi seco e purificado
por cromatografia em coluna de gel de silica (MeOH-CHyCl,
10:90), obtendo-se 3-(3-fluoro-5-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA75).

3-(3-fluoro-5-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-

4-amina (BA75, 100 mg, 0,386 mmole) foi dissolvido em DMF (10
ml). KyCO; (250 mg, 1,54 mmole) foi adicionado e a mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente sob atmosfera de
argon. Iodociclopentano (0,134 ml, 1,16 mmole) foi adicionado
com uma seringa e a mistura reacional foi agitada durante 2
horas. K;CO3 sdé6lido foi removido por filtracdo e o solvente
foi parcialmente removido sob véacuo. Citrato de sédio (50 mL)
foi adicionado e a mistura reacional foi extraida com EtOAc.
A fase orgédnica foi concentrada sob vAcuo e purificada por
RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA79.

Sintese de 1l-ciclopentil-3-(3-fluoro-5-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA79d). 1-Ciclopentil-3-(3-
fluoro-5-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(BA79, 0,386 mmole) foi dissolvido em CH,Cl, (2 mL). BBrs (4
mL, 4 mole) foi adicionado lentamente com uma seringa, sob
agitacdo. A mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente durante 2 horas e foi depois concentrada sob véacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%), obtendo-se BA79
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(69 mg, 57% de rendimento).

Sintese de l-ciclopentil-3-iodo-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (BAS8O) . Uma solucéao de 3-iodo-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (400 mg, 1,53 mmole) e KyCOs3
(1 g, 6 mmole) em DMF (5 mL) foi agitada a temperatura
ambiente sob atmosfera de &argon. Iodociclopentano (1,0 g,
0,0084 mole) foi adicionado com uma seringa. A mistura
reacional foi submetida a refluxo sob atmosfera de é&rgon,
durante 2 horas. Ky;CO; sé6lido foi removido por filtracdo e o
solvente foi parcialmente removido sob véacuo. Adicionou-se
citrato de sdédio (50 mL) e a mistura reacional foil extraida
com EtOAc. A fase orgénica foi concentrada sob véacuo e
purificada por cromatografia em coluna de gel de silica
(MeOH-CH,C1l, 5:95), obtendo-se BA80 (300 mg, rendimento de
60%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 330,0, encontrado: 330,0.

Sintese de 1-(3-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il) fenil)etanona (BA81, BA8ld & BA8ldd). Uma
solucdo de 2-metoxi-4-(4,4,5,5-tetrametil-1, 3,2-dioxaborolan-
2-il) fenilcarbamato de terc-butilo (200 mg, 0,76 mmole) em
EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma solugdo de l-ciclopentil-
3-iodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BASO, 100 mg,
0,30 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg, 0,03 mmole) e
Na,COs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHyCl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por cromatografia em
coluna de gel de silica (MeOH-CH;Cl, 5:95), obtendo-se BASL.
BA81 foi dissolvido em CHyCl,:TFA 50:50 e agitou-se durante
uma hora a temperatura ambiente. A mistura reacional foi
concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA
a 0,1%), obtendo-se BA81ld. BA8ld foi dissolvido em CH;Cl, (2
ml) e BBr3 (4 mL, 4 mole) foi adicionado lentamente com uma
seringa, sob agitacdo. A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente durante 2 horas e foi depois concentrada
sob vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%),
obtendo-se BA81ldd.

Sintese de 3-(3-bromo-5-metoxifenil)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA85). Uma solucdo de 2-(3-
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bromo-5-metoxifenil)-4,4,5,5-tetrametil-1, 3, 2-dioxaborolano
(137 mg, 0,43 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (65 mg, 0,216 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPh3), (30 mg,
0,03 mmole) e NayCOs; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
argon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgdnicas foram combinadas,
concentradas sob VAacCuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BAS8S (28mg, 36% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 362,1, encontrado:
362,0.

Sintese de 3-(4-amino-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-5-bromofenol (BA87) . 3-(3-bromo-5-
metoxifenil)-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina
(BA85, 0,1 mmole) foi dissolvida em CH,Cl, (1 mL) e BBrsz (1
mL, 1 mole) foi adicionado lentamente com uma seringa, sob
agitacdo. A mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente durante 35 minutos e foi depois concentrada sob
vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%),
obtendo-se BA87 (10,7 mg, 31% de rendimento). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 348,0, encontrado: 348,0.

Sintese de b5-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-

pirimidin-3-il)-1H-indole-1-carboxilato de terc-butilo
(BA86) . Uma solucéo de 5-(4,4,5,5-tetrametil-1, 3,2~
dioxaborolan-2-il)-1H-indole-1l-carboxilato de terc-butilo

(212 mg, 0,61 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-l1lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (75 mg, 0,25 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs), (30 mg,
0,03 mmole) e NayCO3 saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,0),
obtendo-se BA86 (9,3 mg, 9% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 362,1, encontrado: 362,0.

Sintese de 3-(1H-indol-5-il)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA89) . 5-(4-Amino-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-1H-indole-1-
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carboxilato de terc-butilo (BA86, 9 mg, 0,022 mmole) foi
dissolvido em CHyCl,:TFA 50:50 e agitou-se durante uma hora a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi concentrada sob
vadcuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%),
obtendo-se BA89 (4,8 mg, 75% de rendimento). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 293,1, encontrado: 293,0.

Sintese de 5-(4-amino-1-ciclopentil-1H-pirazolo[3,4-
dlpirimidin-3-il)-1H-indole-1-carboxilato de terc-butilo
(BA8S) . Uma solucédo de 5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1H-indole-1-carboxilato de terc-butilo

(130 mg, 0,38 mmole) em EtOH (3,3 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-
amina (50 mg, 0,15 mmole) em DME (12 ml). Pd(PPhs),; (30 mg,
0,03 mmole) e NayCO; saturado (1,9 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
argon, durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgdnicas foram combinadas,
concentradas sob véacuo e purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,0),
obtendo-se BA88. ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 419,2,
encontrado: 419,1.

Sintese de 3-(1H-indol-5-il)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA94) . 5-(4-Amino-1-
ciclopentil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il)-1H-indole-1-
carboxilato de terc-butilo (BA8S) foi dissolvido em
CH,Cl,:TFA 50:50 e agitou-se durante uma hora a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi concentrada sob vacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%), obtendo-se BRA89
(6,3 mg). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 319,1, encontrado:
319, 2.

Sintese de l-ciclopentil-3-(3,4-dimetoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA90). Uma solucdo de acido
3,4-dimetoxifenilborébénico (41 mg, 0,23 mmole) em EtOH (1,65
ml)) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg, 0,09 mmole) em DME
(6 mL). Pd(PPhs3), (30 mg, 0,03 mmole) e Na,CO3; saturado (0,95
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &argon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgédnicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
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purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,0), obtendo-se BA90 (8,4 mg,
28% de rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 340,2,
encontrado: 340,1.

Sintese de 3-(1H-indol-4-il)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA91l). Uma solucdo de &cido
1H-indol-4-il-4-bordénico (40 mg, 0,25 mmole) em EtOH (1,65
ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (30 mg, 0,1 mmole) em DME (6
mL) . Pd(PPhjs), (30 mg, 0,03 mmole) e NayCO; saturado (0,95 mL)
foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a 80 °C
sob atmosfera de &argon, durante a noite. Apds arrefecimento,
extraiu-se com NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgénicas
foram combinadas, concentradas sob vacuo e purificadas por
RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA91 (14,6 mg, 50%
de rendimento) . ESI-MS (M+H) " m/z calculado: 293,1,
encontrado: 293,1.

Sintese de l-ciclopentil-3-(1H-indol-4-il)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA92). Uma solucdo de &cido
1H-indol-4-il-4-bordénico (30 mg, 0,19 mmole) em EtOH (1,65
ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-iodo-l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (25 mg, 0,076 mmole) em DME
(6 mL). Pd(PPhs)s (30 mg, 0,03 mmole) e Na,COs; saturado (0,95
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a
80 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds
arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As
fases orgénicas foram combinadas, concentradas sob vAacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BA92 (23 mg, 95% de rendimento). ESI-MS (M+H) " m/z calculado:
319,2, encontrado: 319,1.

Sintese de 3-(2,3-di-hidrobenzofuran-5-il)-1-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA95). Uma solucdo de
dcido 2,3-di-hidro-l-benzofuran-5-ilbordénico (38 mg, 0,23
mmole) em EtOH (1,65 ml) foi adicionada a uma solucdo de 3-
iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (30 mg,
0,1 mmole) em DME (6 mL). Pd(PPhs3), (30 mg, 0,03 mmole) e
Na,COz saturado (1,9 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apds arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHyCl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
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concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA95 (15,7 mg, 59% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 296,1, encontrado:
296,1.

Sintese de 3-(benzofuran-5-il)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA96). Uma solucdo de 5 -
(4,4,5,5-tetrametil-1, 3,2-dioxaborolan-2-il)-1-benzofurano
(56 mg, 0,23 mmole) em EtOH (1,65 ml) foi adicionada a uma
solucdo de 3-iodo-l-isopropil-l1H-pirazolo[3,4-dlpirimidin-4-
amina (30 mg, 0,1 mmole) em DME (6 mL). Pd(PPhs), (30 mg,
0,03 mmole) e NayCO3 saturado (0,95 mL) foram adicionados e a
mistura reacional foi aquecida a 80 °C sob atmosfera de
drgon, durante a noite. Apdbds arrefecimento, extraiu-se com
NaCl saturado e CH;Cl,. As fases orgédnicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA96 (19 mg, 72% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 296,1, encontrado:
296,1.

Sintese de 5-(4-amino-l-ciclopentil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2-etoxifenol (BA98) . Dissolveu-se 1-
ciclopentil-3-(4-etoxi-3-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (ZK359, 25 mg, 0,071 mmole) em CHyCl, (5
ml) e agitou-se a -10 °C sob atmosfera de &rgon. Apds 30
minutos, a mistura reacional foi levada a 0 °C e agitada
durante 2,5 horas. Agitou-se outras 4 horas a temperatura
ambiente, concentrou-se sob vacuo e purificou-se por RP-HPLC
(MeCN:H,O: TFA a 0,1%), obtendo-se BA98 (3 mg, 13% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 340,1, encontrado:
340,1.

Sintese de 2-(4-(4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2-metoxifenilamino)-propan-1-ol (BA99) .
Dissolveu-se 3-(4-amino-3-metoxifenil)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BA20d) (30 mg, 0,10 mmole)
em DMF (0,400 ml). Acrescentou-se Ky;CO3 (55 mg, 0,4 mmole) e
a mistura reacional foi agitada a 70 °C. 3-Bromo-l-propanol
(0,050 ml, 0,6 mmole) foi adicionado e a mistura reacional
foi agitada durante a noite. KyCO3; sdéd6lido foi removido por
filtracdo e o solvente foi parcialmente removido sob vacuo.
Adicionou-se citrato de sdédio (50 mL) e a mistura reacional
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foi extraida com NaCl saturado e CH,Cl,. A fase orgénica foi
concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H;O:TFA
a 0,1%) obtendo-se BA99 (8,4 mg, 24% de rendimento). ESI-MS
(M+H) " m/z calculado: 357,2, encontrado: 357,1.

Sintese de 3-iodo-l-metil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-
amina (BAl1l09). Uma solucdo de 3-iodo-lH-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (2 g, 7,69 mmole) e K,COs; (4,25 g, 30,8
mmole) em DMF (5 mL) foi agitada a temperatura ambiente sob
atmosfera de &rgon. Adicionou-se iodometano (1,17 mL, 7,69
mmole) com uma seringa. A mistura reacional foi agitada sob
atmosfera de &argon a temperatura ambiente, durante 2 horas.
Ky,CO3 sd6lido foi removido por filtracdo e o solvente foi
parcialmente removido sob vacuo. Acrescentou-se citrato de
s6édio (50 mL) e a mistura reacional foi extraida com EtOAc. A
fase orgénica foi concentrada sob vacuo e purificada por
cromatografia em coluna de gel de silica [MeOH-CH,Cl, 5:95],
obtendo-se BA109 (212 mg, 10% de rendimento). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 275,9, encontrado: 275,9

Esquema sintético geral para BA102, BA105-108, BA1l1lO0,
BA118, BAl1l28-BA135, BAl1l37, BA139-140, BAl1l43, BAl47, BA149-
BA152, BAl56, BA158, BAloc0-BAlc2. Uma solucdo de A&cido
borénico (2,5 equivalentes) em EtOH (1,65 ml) foi adicionada
a uma solucédo de 3-iodo-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (BA12, 1 equivalente) em DME (6 mL).
Pd (PPh3)s (15 mg, 0,15 mmole) e NayCO3 saturado (0,95 mL)
foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a 90 °C
sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apds arrefecimento,
extraiu-se com NaCl saturado e CHyCl,. As fases orgédnicas
foram combinadas, concentradas sob vacuo e purificadas por
RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se os produtos
desejados. Os produtos foram analisados por LC-MS.

Esquema sintético geral para BAl1l2, BAll5, BAl21,
BA122, BAl124, BAl136, BA138. BAl41l e BAl44. Uma solucdo do
acido bordénico (2,5 equivalentes) em EtOH (1,65 ml) foi
adicionada a uma solucédo de l-ciclopentil-3-iodo-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA80, 1 equivalente) em DME
(6 mL). Pd(PPhs), (15 mg, 0,15 mmole) e NayCO; saturado (0,95
mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a

90 °C sob atmosfera de &rgon, durante a noite. Apbs
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arrefecimento, extraiu-se com NaCl saturado e CH,Cl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:HO:TFA a 0,1%), obtendo-se os
produtos desejados. Os produtos foram analisados por LC-MS.

Esquema sintético geral para BA11ll, BAl1l4, BAlleo,
BA117, BAll9 e BAl1l20. Uma solucdo de 4&cido bordénico (2,5
equivalentes) em EtOH (1,65 ml) foi adicionada a uma solucédo
de 3-iodo-l-metil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA109,
1 equivalente) em DME (6 ml). Pd(PPhs):; (15 mg, 0,15 mmole) e
Na,CO3 saturado (0,95 mL) foram adicionados e a mistura
reacional foi aquecida a 90 °C sob atmosfera de 4&rgon,
durante a noite. Apbs arrefecimento, extraiu-se com NaCl
saturado e CHyCl,. As fases orgénicas foram combinadas,
concentradas sob vacuo e purificadas por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se os produtos desejados. Os
produtos foram analisados por LC-MS.

Sintese de 6- (4-amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-quinolin-2-amina (BAl146). 3-(2-Clorogquinolin-
6-il)-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA130,
50 mg, 0,15 mmole), acetamida (174 mg, 3,0 mmole) e K,yCOj3
(104 mg, 0,75 mmole) foram combinados e aquecidos a 200 °C
sob atmosfera de Argon durante uma hora. A mistura reacional
foi arrefecida, em seguida, extraiu-se com HyO e CHyCl,. As
fases organicas foram combinadas, concentradas sob vacuo e
purificadas por RP-HPLC (MeCN:H,;O:TFA a 0,1%), obtendo-se
BAl46 (22 mg, 46% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 320,2, encontrado: 320,4.

Sintese de 3-(3-amino-1H-indazol-6-il)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (BAl1l54). Dissolveu-se 4-(4-
amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il)-2-
fluorobenzonitrilo (BA150, 20 mg, 0,07 mmole) em n-BuOH (2
mL) . Mono-hidrato de hidrazina (0,400 ml) foi adicionado e a
mistura reacional foi aquecida a 110 °C sob atmosfera de
argon e deixada sob agitacdo durante a noite. A mistura
reacional foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BAl54 (15 mg, 70% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 309,2, encontrado:
309,4.
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Sintese de 4-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-3-il)-2-hidroxibenzonitrilo (BA155_2). Dissolveu-se
4-(4-amino-1l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
fluorobenzonitrilo (BA150, 25 mg, 0,1 mmole) em DMF (1 mL).
Acrescentou-se t-BuOK (24 mg, 0,21 mmole) e a mistura
reacional foil agitada a temperatura ambiente durante a noite.
A mistura reacional foi entdo aquecida a 150 °C durante 24
horas, concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:
H,O:TFA a 0,1%), obtendo-se BA155 2 (21 mg, 89% de
rendimento). ESI-MS (M+H) " m/z calculado: 295,1, encontrado:
295,4.

Sintese de 3-(3-aminobenzo[d]isoxazol-5-il)-1-isopropil-
lH-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA157 2) & 5-(4-amino-1-
isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-hidroxi-
benzonitrilo (BA1l57_3). Dissolveu-se 5-(4-amino-l-isopropil-
l1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il)-2-fluorobenzonitrilo
(BA151, 20 mg, 0,07 mmole) em DMF (1 mL). Acrescentou-se
t-BuOK (24 mg, 0,21 mmole) e a mistura reacional foi agitada
a temperatura ambiente durante a noite. A mistura reacional
foi entdo aquecida a 150 °C durante 24 horas, concentrada sob
vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN: H,O:TFA a 0,1%),
obtendo-se BAl57 2 (7 mg). ESI-MS (M+H)' m/z calculado:
295,1, encontrado: 295,4, e BAl57 3 (8 mg), ESI-MS (M+H) " m/z
calculado: 310,1, encontrado: 310,4.

Sintese de 3-(3-amino-1H-indazol-6-il)-1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (BA159). Dissolveu-se 4-(4-
amino-l-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-11)-2, 6~
difluorobenzaldeido (BA149, 20 mg, 0,063 mmole) em n-BuOH (1
ml) . Acrescentou-se mono-hidrato de hidrazina (0,400 ml) e a
mistura reacional foi aquecida até 100 °C sob atmosfera de
drgon e deixada sob agitacdo durante 2,5 horas. A mistura
reacional foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,O0:TFA a 0,1%), obtendo-se BAl59 (15 mg, 77% de
rendimento). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 312,1, encontrado:
312,4.

Sintese de 4-cloro-7-metil-5-(naftalen-2-il)-7H-pirrolo-
[2,3-d]pirimidina (2K102). Uma solucdo de 4-cloro-5-iodo-7-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (19 mg, 0,065 mmole), &cido
naftaleno-2-il1-2-borédénico (12,2 mg, 0,071 mmole), Na,CO;3
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(68,9 mg, 0,65 mmole) e PdCl, (dppf) (26,5 mg, 0,00325 mmole)
em THF (3 mL) foi aquecida durante a noite sob refluxo e
atmosfera de &rgon. A mistura reacional foi concentrada sob
vadcuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%),
obtendo-se ZK102 (5 mg, 26% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 294,1, encontrado: 294, 3.

Sintese de 4-cloro-7-metil-5-(3-bifenil)-7H-pirrolo-
[2,3-d]pirimidina (2K103). Uma solucgdo de 4-cloro-5-iodo-7-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidina (10 mg, 0,034 mmole), &acido
3-bifenilborénico (7,4 mg, 0,038 mmole), NayCOs (36,1 mg,
0,34 mmole) e PdCl, (dppf) (1,4 mg, 0,0017 mmole) em THE (10
mL) foi aquecida durante a noite sob refluxo e atmosfera de
argon. A mistura reacional foi concentrada sob vacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%), obtendo-se
ZK103 (3 mg, 28% de rendimento). ESI-MS (M+H)' m/z calculado:
320,1, encontrado: 320,0.

Sintese de 3-(4-terc-butilfenil)-1H-pirazolol[3,4-
dlpirimidin-4-amina (2K125). Dissolveu-se 1l-terc-butil-3-(4-
terc-butilfenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina numa
solucdo de &cido férmico (1 ml) e HCl1l concentrado (0,1 mL) e
aqueceu-se sob refluxo durante 2 horas. A mistura reacional
foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,O:TFA a 0,1%) obtendo-se ZK125 (quant.). ESI-MS
(M+H) " m/z calculado: 268,2, encontrado: 268,4.

Sintese de 3-(3-fenoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (ZK126). Dissolveu-se 1l-terc-butil-3-(3-
fenoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50 mg, 0,16
mmole) numa solucdo de acido férmico (5 ml) e HCL concentrado
(0,1 mL) e aqueceu-se sob refluxo durante 2,5 horas. A
mistura reacional foi concentrada sob véacuo e purificada por
RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H) " m/z calculado:
304,1, encontrado: 304, 3.

Sintese de 3-m-tolil-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina
(ZK127) . Dissolveu-se l-terc-butil-3-m-tolil-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina (23 mg, 0,1 mmole) em solucdo de
dcido férmico (1 ml) e HCl concentrado (0,3 mL) e agqueceu-se
sob refluxo durante 2,5 horas. A mistura reacional foi
concentrada sob véacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA
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a 0,1%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 226,1, encontrado:
226, 3.

Sintese de 3-(3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-
4-amina (ZK128). Dissolveu-se l-terc-butil-3-(3-nitrofenil)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (23 mg, 0,055 mmole) em
solucdo de &cido férmico (5 ml) e HCl concentrado (0,1 mL) e
aqueceu-se sob refluxo durante 2 horas. A mistura reacional
foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 257,1,
encontrado: 257, 3.

Sintese de 3-(benzo[d][1,3]dioxol-6-il)-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina (2ZK129). Dissolveu-se l-terc-butil-
3-(benzo[d] [1,3]dioxol-6-1il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-
amina (21 mg, 0,082 mmole) em solucdo de &cido férmico (1 ml)
e HC1 concentrado (0,2 mL) e agqueceu-se sob refluxo durante 2
horas. A mistura reacional foi concentrada sob vacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 256,1, encontrado: 256, 3.

Sintese de 3-(4-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]Jpirimidin-
4-amina (2K130). Dissolveu-se l-terc-butil-3-(4-nitrofenil)-
lH-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (21 mg, 0,082 mmole) em
solucdo de &acido férmico (2 ml) e HCl concentrado (0,2 mL) e
aqueceu-se sob refluxo durante 30 minutos. A mistura
reacional foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)' m/z calculado: 257,1,
encontrado: 257, 3.

Sintese de 3-(3-(2,6-diclorobenziloxi)-fenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (ZK131) . Dissolveu-se
l-terc-butil-3-(3-(2,6-diclorobenziloxi)-fenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (19,5 mg, 0,05 mmole) em
solucdo de &cido férmico (2 ml) e HCl concentrado (0,2 mL) e
aqueceu-se sob refluxo durante 30 minutos. A mistura
reacional foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 386,1,
encontrado: 386,2.

Sintese de 3-(2,3-dimetilfenil)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (2K132). Dissolveu-se l-terc-butil-3-(2,3-



EP 2 004 654/PT
77

dimetilfenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (34 mg,
0,14 mmole) em solugdo de é&cido férmico (2 ml) e HCL
concentrado (0,2 mL) e aqueceu-se sob refluxo durante 30
minutos. A mistura zreacional foi concentrada sob vacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 240,1, encontrado: 240,4.

Sintese de 2-(4-amino-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il) -
fenol (ZK133) . Dissolveu-se l-terc-butil-2-(4-amino-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il)-fenol (5 mg, 0,014 mmole) em
solucdo de &cido férmico (2 ml) e HCl concentrado (0,2 mL) e
aqueceu-se sob refluxo durante 30 minutos. A mistura
reacional foi concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)' m/z calculado: 228,1,
encontrado: 228, 3.

Sintese de 3-o-tolil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(ZK134) . Dissolveu-se l-terc-butil-3-o-tolil-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina em solucdo de &cido fdérmico (2 ml) e
HC1 concentrado (0,2 mL) e aqueceu-se sob refluxo durante 30
minutos. A mistura reacional foi concentrada sob véacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 226,1, encontrado: 226, 3.

Sintese de 3-(3-aminofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
4-amina (Z2K135). Dissolveu-se l-terc-butil-3-(3-aminofenil)-
l1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina em solucdo de acido
férmico (2 ml) e HC1 concentrado (0,2 mL) e agueceu-se sob
refluxo durante 30 minutos. A  mistura reacional foi
concentrada sob vacuo e purificada por RP-HPLC (MeCN:H,;O:TFA
a 0,1%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 227,1, encontrado
227, 3.

Sintese de 3-(3-(benziloxi) fenil)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (2K136). Dissolveu-se 1l-terc-butil-3-(3-
(benziloxi)fenil)-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (19 mg,
0,052 mmole) em solucdo de &cido férmico (1 ml) e HC1
concentrado (0,1 mL) e agqueceu-se sob refluxo durante 30 min.
A mistura reacional produziu uma mistura de 2ZK136 e de 3-(4-
amino-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-3-il) fenol (ZK138) . A
mistura reacional foi concentrada sob vécuo e os produtos
foram purificados por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%). ZK136:
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ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 318,1, encontrado: 318,3. ZK138:
ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 228,1, encontrado: 228,3.

Sintese de 3-(4-aminofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
4-amina (2ZK137). Dissolveu-se l-terc-butil-3-(4-aminofenil)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (9 mg, 0,032 mmole) em
solucdo de &cido férmico (2 ml) e HC1l concentrado (0,2 mL) e
aqueceu-se sob refluxo. Deixou-se a reacdo prosseguir por 30
minutos, concentrou-se sob vacuo e o0os produtos foram
purificados por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 227,1, encontrado: 227, 3.

Sintese de 3-(1,2,3,4-tetra-hidronaftalen-2-1i1)-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK139) . Dissolveu-se
l-terc-butil-3-(1,2,3,4-tetra-hidronaftalen-2-i1)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (9 mg, 0,029 mmole) em

solucdo de &cido férmico (1 ml) e HC1l concentrado (0,1 mL) e
aqueceu-se sob refluxo. Deixou-se a reagdo prosseguir durante
30 minutos, concentrou-se sob vacuo e o0s produtos foram
purificados por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 266,1, encontrado: 266,4.

Sintese de 5-iodo-7-metil-7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-4-
amina (2K140). Adicionou-se 4-cloro-5-iodo-7-metil-7H-pirrolo
[2,3-d]pirimidina (90 mg, 0,31 mmole) em NHsz 7N/MeOH e
aqueceu-se num tubo fechado a 110 °C, durante a noite. A
mistura reacional foi concentrada sob vacuo, obtendo-se um
s6lido castanho/esbranquicado.

Sintese de 3-p-tolil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
(ZK141) . Dissolveu-se l-terc-butil-3-p-tolil-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina em solucdo de &acido fdérmico (1 ml) e
HC1 concentrado (0,1 mL) e aqueceu-se sob refluxo. Deixou-se
a reagdo prosseguir durante 30 minutos, concentrou-se sob
vacuo e os produtos foram purificados por RP-HPLC
(MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 226,1,
encontrado: 226, 3.

Sintese de 3-(4-bifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-
amina (2K142). Dissolveu-se 1l-terc-butil-3-(4-bifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (22 mg, 0,066 mmole) em
solucdo de &cido férmico (1 ml) e HCl concentrado (0,1 mL) e
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aqueceu-se sob refluxo. Deixou-se a reacdo prosseguir durante
30 minutos, concentrou-se sob vacuo e os produtos foram
purificados por RP-HPLC (MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 288,1, encontrado: 288, 3.

Sintese de 3-(4-fenoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (ZK143). Dissolveu-se 1l-terc-butil-3-(4-
fenoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (19 mg, 54,1
mmole) em solucdo de &cido férmico (1 ml) e HCl concentrado
(0,1 mL) e agueceu-se sob refluxo. Deixou-se a reacédo
prosseguir durante 30 minutos, concentrou-se sob vacuo e o0s
produtos foram purificados por RP-HPLC (MeCN:H,O:TFA a 0,1%).
ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 304,1, encontrado: 304,3.

Sintese de l-benzil-3-(naftalen-2-il)-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK147). Dissolveu-se 3-(naftalen-2-
il)-1H-pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (110 mg, 0,42 mmole)
em DME (2 mL) e adicionou-se K;CO; (220 mg, 1,6 mmole) e
brometo de benzilo (71,8 mg, 0,42 mmole). A mistura reacional
foi aquecida a 60 °C durante a noite, depois fol arrefecida
até a temperatura ambiente e vertida em &adgua (30 ml). O
precipitado foi recolhido por filtracdo e, em seguida, foi
purificado adicionalmente por cromatografia em gel de silica
(5% de MeOH/ CH;Cl;), obtendo-se um sbélido branco.

Sintese de 5-(4-(benziloxi)fenil)-7-metil-7H-pirrolo-
[2,3-d]pirimidin-4-amina (ZK150). Uma solucdo de 5-iodo-7-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-4-amina (5 mg, 0,018 mmole),
dcido 4-(benziloxi)fenilbordénico (21 mg, 0,091 mmole), KsPO4
(19,3 mg, 0,091 mmole) e Pd(PPhs)s (12,5 mg, 0,011 mmole) em
DMF (3 mL) foi aquecida a 60 °C sob atmosfera de &rgon. A
mistura reacional foil concentrada sob vacuo e purificada por
RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)+ m/z calculado:
331,1, encontrado: 331, 3.

Sintese de 5-(3-bifenil)-7-metil-7H-pirrolo[2,3-d]-
pirimidin-4-amina (ZK151). Uma solucdo de 5-iodo-7-metil-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-amina (5 mg, 0,018 mmole), é&cido
3-bifenilbordénico (18 mg, 0,091 mmole), K3PO, (19,3 mg, 0,091
mmole) e Pd(PPhs):, (12,5 mg, 0,011 mmole) em DMF (3 mL) foi
aquecida a 60 °C sob atmosfera de &rgon. A mistura reacional
foi concentrada sob vadcuo e purificada por RP-HPLC



EP 2 004 654/PT
80

(MeCN:H,0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 301,1,
encontrado: 301, 3.

Sintese de 5-(benzo[b]tiofen-2-il)-7-metil-7H-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-4-amina (ZK152). Uma solucdo de 5-iodo-7-
metil-7H-pirrolo [2,3-d]pirimidin-4-amina (5 mg, 0,018
mmole), acido benzo[b]tiofen-2-il-2-bordénico (16 mg, 0,091
mmole), K;PO, (19,3 mg, 0,091 mmole) e Pd(PPhs), (12,5 mg,
0,011 mmole) em DMF (3 mL) foi aquecida a 60 °C sob atmosfera
de &rgon. A mistura reacional foi concentrada sob vacuo e
purificada por RP-HPLC (MeCN:H,O0:TFA a 0,1%). ESI-MS (M+H)+
m/z calculado: 281,1, encontrado: 281, 3.

Sintese de 3-(naftalen-2-il)-1-fenetil-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK155) . Dissolveu-se 2- (metoxi-
(naftalen-6-il)metileno), malononitrilo (100 mg, 0,43 mmole)
e cloreto de hidrogénio de fenetil-hidrazina (58,5 mg, 0,43
mmole) em EtOH (3 mL) e TEA (60 pL, 0,43 mmole) e agqueceu-se
ao refluxo durante uma hora. O produto foi extraido com éter
dietilico e concentrado sob vacuo. Este concentrado foi em
seguida dissolvido em formamida (10 mL) e aquecido a 160-
180 °C durante a noite. No dia seguinte, a mistura reacional
foi arrefecida, vertida em &gua e o produto precipitado foi
recolhido por filtracdo. ESI-MS (M+H)' m/z calculado: 366,2,
encontrado: 366, 2.

Sintese de l-isopropil-3-(naftalen-2-il1)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK156) . Dissolveu-se 2-
(metoxi (naftalen-6-il)metileno)malononitrilo (100 mg, 0,43

mmole) e isopropil-hidrazina HC1 (47,3 mg, 0,43 mmole) em
EtOH (3 mL) e TEA (1 eg.) e aqueceu-se ao refluxo durante uma
hora. O produto foi extraido com éter dietilico e concentrado
sob vécuo. Este concentrado foi em seguida dissolvido em
formamida (10 mL) e aquecido a 160-180 °C durante a noite. No
dia seguinte, a mistura reacional foi arrefecida, vertida em
dgua e o produto precipitado foi recolhido por filtracéo.
ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 304,2, encontrado: 304,2.

Sintese de l-etil-3-(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (ZK157). Dissolveu-se 3-(naftalen-2-il)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (100 mg, 0,42 mmole) em DMF
(3 mL) e adicionou-se K,CO3 (220 mg, 1,6 mmole) e iodeto de
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etilo (37 pl, 0,46 mmole). A mistura reacional foi agquecida a
60 °C durante a noite, foi depois arrefecida até a
temperatura ambiente e vertida em adgua (30 ml). O precipitado
foi recolhido por filtracdo. ESI-MS (M+H)" m/z calculado:
290,1, encontrado: 290,2.

Sintese de l-ciclopentil-3-(naftalen-2-il1)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK158) . Dissolveu-se  3-
(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (100 mg,
0,42 mmole) em DMEF (3 mL) e adicionou-se KyCO3 (220 mg, 1,6
mmole) e brometo de ciclopentilo (49,5 pl, 0,46 mmole). A
mistura reacional foi aquecida a 60 °C durante a noite, foi
depois arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em
dgua (30 ml). O precipitado foi recolhido por filtracdo. ESI-
MS (M+H)" m/z calculado: 330,2, encontrado: 330,2.

Sintese de 1-alil-3-(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]-
pirimidin-4-amina (2ZK159). Dissolveu-se 3-(naftalen-2-il)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50 mg, 0,21 mmole) em DMF
(1,5 mL) e adicionou-se K;COs; (110 mg, 0,8 mmole) e iodeto de
alilo (23 nl, 0,25 mmole). A mistura reacional foi aquecida a
60 °C durante a noite, foi depois arrefecida até a
temperatura ambiente e vertida em adgua (30 ml). O precipitado
foi recolhido por filtracdo. ESI-MS (M+H)' m/z calculado:
302,1, encontrado: 302, 2.

Sintese de 2-(4-amino-3-(naftalen-2-il)-1H-pirazolo-
[3,4-d]pirimidin-1-il)acetamida (ZK162) . Dissolveu-se 3-
(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50 mg,
0,21 mmole) em DMF (1,5 mL) e adicionou-se KyCOsz (110 mg, 0,8
mmole) e iodoacetamida (46 mg, 0,25 mmole). A mistura
reacional foi aquecida a 60 °C durante a noite, foi depois
arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em agua (30
ml). O precipitado foi recolhido por filtracdo. ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 319,1, encontrado: 319,2.

Sintese de 1-(ciclopropilmetil)-3-(naftalen-2-il1)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK165) . Dissolveu-se  3-
(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50 mg,
0,21 mmole) em DMF (1,5 mL) e adicionou-se KyCO3 (110 mg, 0,8
mmole) e brometo de ciclopropilmetilo (22 ul, 0,25 mmole). A
mistura reacional foi aquecida a 60 °C durante a noite, foi
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depois arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em
agua (30 ml). O precipitado foi recolhido por filtracdo. ESI-
MS (M+H)" m/z calculado: 316,2, encontrado: 316,2.

Sintese de l-isopentil-3-(naftalen-2-il)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK1lel) . Dissolveu-se 3-
(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50 mg,

0,21 mmole) em DMF (1,5 mL) e adicionou-se KyCOs3 (110 mg, 0,8
mmole) e brometo de isobutilo. A mistura reacional foi
aquecida a 60 °C durante a noite, foi depois arrefecida até a
temperatura ambiente e vertida em &gua (30 ml). O precipitado
foi recolhido por filtracdo. ESI-MS (M+H)" m/z calculado:
332,2, encontrado: 332, 3.

Sintese de 3-(naftalen-2-11)-1-((E) -3-fenil-prop-1-
enil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK167). Dissolveu-
se 3-(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50
mg, 0,21 mmole) em DMF (1,5 mL) e adicionou-se K;COs; (110 mg,
0,8 mmole) e 1-(E)-3-bromoprop-l-enil)benzeno. A mistura
reacional foi aquecida a 60 °C durante a noite, foi depois
arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em agua (30
ml). O precipitado foi recolhido por filtrac&do. ESI-MS (M+H)"
m/z calculado: 378,2, encontrado: 378,2.

Sintese de 3-(naftalen-2-il)-1- (prop-2-inil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-4-amina (ZK168) . Dissolveu-se 3-
(naftalen-2-il)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (50 mg,

0,21 mmole) em DMF (1,5 mL) e adicionou-se KyCOs3 (110 mg, 0,8
mmole) e brometo de propargilo. A mistura reacional foi
aquecida a 60 °C durante a noite, foi depois arrefecida até a
temperatura ambiente e vertida em agua (30 ml). O precipitado
foi recolhido por filtracdo. ESI-MS (M+H)" m/z calculado:
300,1, encontrado: 300,2.

Sintese de cloreto de 3-etoxi-4-metoxibenzoilo (ZK299).
Acido 3-etoxi-4-metoxibenzdico (5 g, 25,5 mmole) foi
adicionado a uma solucdo de CH,Cl, (40 mL) e benzeno (20 mL)
num bal&o seco a chama de fundo redondo e 150 mL. DMF anidro
(9 gotas) foi adicionado e a solucdo foi arrefecida em gelo.
Acrescentou-se cloreto de oxalilo (11 mL, 128 mmole) gota a
gota e deixou-se a mistura reacional aquecer até a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi agitada a
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temperatura ambiente durante 90 minutos, foi depois
concentrada sob vacuo, obtendo-se um sbélido esbranquicado. O
s6lido foi colocado numa linha de alto vacuo durante 2 horas,
e foi levado para a etapa seguinte sem caraterizacédo
adicional.

Sintese de 2-((3-etoxi-4-metoxifenil) (hidroxi)metileno)
malononitrilo (ZK301l). Adicionou-se NaH (2,2 g, 56 mmole,
dispersdo a 60% em Oleo de parafina) a uma solucdo de
malononitrilo (1,85 g, 28 mmole) em THEF (30 ml) e em gelo.
Cloreto de 3-etoxi-4-metoxibenzoilo (25,5 mmole) foi
dissolvido em THF (50 mL) e adicionado gota a gota a primeira
solucdo, por meio de uma seringa e a 0 °© C. 0O gelo foi entéo
removido e a mistura reacional foi deixada prosseguir a
temperatura ambiente durante 60 min. HC1 1 N (100 mL) foi
adicionado e a solucdo foi extraida trés vezes com EtOAc. A
fase orgadnica foil seca com MgS04, Filtrou-se e concentrou-se
sob vAcuo, obtendo-se um sdélido laranja que foi usado na
etapa seguinte sem caraterizacdo adicional.

Sintese de 2-((3-etoxi-4-metoxifenil) (metoxi)metileno)
malononitrilo (ZK302) . 2-((3-Etoxi-4-metoxifenil) (hidroxi)
metileno)malononitrilo (25,5 mmole) e Dbicarbonato de sdédio
(17 g, 204 mmole) foram combinados numa solucdo de 1,4-
dioxano (48 mL) e &gua (8 ml). Dimetilsulfato (17 ml, 178
mmole) foi lentamente adicionado e a mistura reacional foi
aquecida a 80-90 °C durante 2 horas. A mistura reacional foi
arrefecida até a temperatura ambiente, adicionou-se 4gua e a
fase aquosa foi extraida trés vezes com EtOAc (200 mL). As
fases orgénicas foram combinadas, secas com MgS0s e
filtradas, obtendo-se um 6leo vermelho. O ¢éleo foi purificado
por cromatografia em gel de silica (EtOAc a 10%/Hexana,
Re~0,1), obtendo-se um sélido branco (3,59 g, 54,5% de
rendimento ao longo de trés passos). ESI-MS (M+H)' m/z
calculado: 259,1, encontrado: 259,0.

Sintese de 5-amino-3- (3-etoxi-4-metoxifenil)-1-
isopropil-1H-pirazole-4-carbonitrilo (ZK303). 2-((3-Etoxi-4-
metoxifenil) (metoxi)metileno)malononitrilo (200 mg, 0,78
mmole), isopropil-hidrazina HC1 (86 mg, 0,78 mmole), e

trietilamina (0,10 mL, 0,78 mmole) foram combinados em etanol
(5 mL) e aqueceu-se ao refluxo durante 90 minutos. A mistura
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reacional foi entdo arrefecida até a temperatura ambiente,
adicionou-se agua e a fase aquosa foil extraida trés vezes com
EtOAc. A fase orgédnica foi concentrada e levada para a etapa
seguinte sem mais caraterizacdo. ESI-MS (M+H)' m/z calculado:
301,1, encontrado: 301,0

Sintese de 3-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1l-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (ZK305) . Dissolveu-se 5-
amino-3-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-isopropil-1H-pirazole-4-
carbonitrilo em formamida (20 mL) e agqueceu-se a 180 °C
durante a noite. No dia seguinte, a mistura reacional foi
arrefecida até a temperatura ambiente, acrescentou-se agua e
o precipitado foi recolhido por filtracdo. O precipitado foi
dissolvido em CHyCl,/MeOH e passado através de um tampdo de
silica. O produto foi entdo liofilizado em benzeno, obtendo-
se um sdélido esbranquicado (48 mg, 19% para os dois passos).
ESI-MS (M+H)' m/z calculado: 328,2, encontrado: 328,0.

Sintese de 5-amino-3-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(2-
hidroxietil)-1H-pirazole-4-carbonitrilo (ZK304). Combinou-se
2-((3-etoxi-4-metoxifenil) (metoxi)metileno)malononitrilo (200
mg, 0,78 mmole), 2-hidroxietil-hidrazina (0,056 mL, 0,78
mmole) e trietilamina (0,10 mL, 0,78 mmole) em etanol (5 mL)
e aqueceu-se ao refluxo durante 90 minutos. A mistura
reacional foi entdo arrefecida até a temperatura ambiente,
acrescentou-se agua e a fase aquosa foi extraida trés vezes
com EtOAc, CHyCl, e CHCls;. A fase orgadnica foi concentrada e
levada para a etapa seguinte sem mais caraterizacdo. ESI-MS
(M+H)" m/z calculado: 303,1, encontrado: 303,0.

Sintese de 2-(4-amino-3- (3-etoxi-4-metoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]lpirimidin-1-il)etanol (ZK306). Dissolveu-se b5-
amino-3-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(2-hidroxietil)-1H-
pirazole-4-carbonitrilo em formamida (20 mL) e agqueceu-se a
180 °C durante a noite. No dia seguinte, a mistura reacional
foi arrefecida até a temperatura ambiente, acrescentou-se
agua, e o precipitado foi recolhido por filtracdo. O
precipitado foi dissolvido em CH;Cl,/MeOH e passado através
de um tampdo de silica. O produto foi entdo liofilizado em
benzeno, obtendo-se um sbélido castanho (6,4 mg, 2,5% para os
dois passos). ESI-MS (M+H)" m/z calculado: 330,1, encontrado:
330,0.
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B. Estudos Estruturais

Foram divulgadas estruturas cristalinas da pll0Oy tanto
na sua forma isolada como em complexo com ATP ou com
inibidores de especificidade geral, tais como LY294002 e
wortmanina (Walker et al, 2000; Walker et al, 1999). A fim de
investigar a seletividade e a poténcia de ligacdo dos
inibidores, foram determinadas, com uma resolucdo de 2,5-2,6
A, as estruturas <cristalinas de trés quimiotipos de
inibidores da PI3-K 1ligados a pllOy humana: o PIK-39 de
guinazolina-purina, o PIK-90 de imidazopiridina e o PIK-93 de
feniltiazol (Figura 2).

Com base nestas estruturas de co-cristal e um modelo
farmacofdérico estabelecido de arilmorfolina, modelos
estruturais foram gerados para trés quimiotipos adicionais
ligados a pllOy: o PI-103 de piridinilfuranopirimidina, o
PIK-108 de morfolinocromona e o KU-55933 de morfolinopiranona
(Figura 2). A construcdo de modelos para estes inibidores foi
orientada pela observacdo de que cada composto contém o
farmacdéforo principal de arilmorfolina encontrado em
LY294002.

O PIK-39 é uma isoquinolina-purina gue inibe a pll0d a
concentracdes médias nanomolares e a pll0y e a pllOR a
concentracdes ~100 vezes superior. Além disso, ndo apresenta
atividade contra qualquer outro membro da familia PI3-K,
inclusive contra a pll0a, em concentracdes de até 100 uM
(Figura 5). A seletividade biogquimica deste composto &
alcancada através de um modo de ligacdo invulgar, o qual se
revela na sua estrutura de co-cristal com pllOy (Figura 2C).
Apenas a porgcdo de mercaptopurina do PIK-39 estabelece
contatos no interior da cavidade de ligacdo do ATP, e este
sistema de anel estd rodado ~110 ° e torcido ~35 ° para fora
do plano em relacdo a adenina do ATP. Nesta orientacgéo,
satisfaz as pontes de hidrogénio com as amidas da estrutura
principal de Val 882 e de Glu 880 (reforgando assim as pontes
de hidrogénio feitas por N1 e N6 da adenina).

Em contraste com outras estruturas inibidoras da PI3-
quinase, o PIK-39 ndo acede a cavidade mais profunda no
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interior do local ativo (Figura 2C, &4rea levemente sombreada
identificada como “Cavidade de afinidade”). Em vez disso, a
porcédo aril-isoquinolina do PIK-39 prolonga-se para a entrada
da cavidade de ligacdo do ATP (Figura 2B). Nesta regido, a
quinase acomoda o inibidor mediante um rearranjo
conformacional, em que Met 804 muda de uma posicdo “em cima”,
na qual forma o teto da cavidade de ligacdo do ATP, para uma
posicdo “em baixo”, em que se comprime contra o fragmento de
isoquinolina. O efeito deste movimento, gque ¢é Unico a
estrutura do 39 PIK (Figura 2B), é o de criar uma nova
cavidade hidrofdébica entre Met 804 e Trp 812 a entrada do
local de ligacdo do ATP. Esta cavidade de ajuste induzido
oclui ~180 A? de é&rea superficial do inibidor acessivel ao
solvente, permitindo o PIK-39 alcancar afinidade a nivel
nanomolar apesar do contato limitado no interior do ntcleo do

sitio ativo.

Foram determinadas as estruturas de co-cristal dos
compostos de PIK-90 e PIK-93 ligados a pllOy. Tanto PIK-90
como PIK-93 estabelecem uma ponte de hidrogénio com o azoto
da amida da estrutura principal de Val 882 (Figura 2D), que é
uma interacdo conservada entre todos os conhecidos inibidores
da PI3-K (Walker et al., 2000). Além desta ponte de
hidrogénio, o PIK-93 faz uma segunda ponte de hidrogénio com
o carbonilo da estrutura principal de Val 882 e uma terceira
entre o seu fragmento de sulfonamida e a cadeia lateral de
Asp 964. O PIK-93 é um dos inibidores mais polares do nosso
painel (clogP = 1,69), e estas interacdes polares alongadas
podem compensar a sua limitada adrea de superficie
hidrofdébica.

O PIK-90 liga-se de modo semelhante ao PIK-93, embora
este composto de maior dimensdo estabeleca interacgdes
hidrofébicas mais extensas, ocluindo 327 A2 da area
superficial acessivel ao solvente. Para conseguir isso, o
PIK-90 projeta o seu anel de piridina para uma cavidade mais
profunda, que é parcialmente acedida pelo PIK-93 mas que néao
estd ocupada por ATP (Figura 2D, circulo levemente
sombreado). Nesta regido, o anel de piridina do PIK-90 esté
pronto para fazer uma ponte de hidrogénio com a Lys 833, e
nés constatamos gque a substituicdo deste azoto da piridina
por carbono resulta numa perda de afinidade de 100 vezes
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(PIK-95, Figura 4). O PI-103, um terceiro inibidor multialvos
da PI3-quinase, projeta um fenol para a mesma cavidade de
acordo com um modelo farmacoférico de arilmorfolina (Figura
2D) .

Duas carateristicas estruturais distinguem estes
potentes inibidores multialvos dos compostos mais seletivos
do nosso painel. Em primeiro lugar, estes compostos adotam
uma conformacdo plana na cavidade de ligacdo do ATP, enguanto
0s inibidores altamente seletivos projetam-se para fora do
plano ocupado pelo ATP (Figura 2). Em segundo lugar, os
inibidores mais potentes projetam-se para uma cavidade de
ligacdo mais profunda, gque nédo ¢ acedida pelo ATP (Figura
2A) . Grande parte da superficie desta cavidade de afinidade é
devida a cadeia lateral da Ile 879.

A mercaptopurina na estrutura do PIK-39 foi substituida
por adenina, obtendo-se um modelo de IC87114 (Figura 3A3).
Esta substituic&do proporcionou a adenina de IC87114 a
orientacdo correta para estabelecer as mesmas pontes de
hidrogénio que a mercaptopurina do PIK-39, apesar de estes

o

dois sistemas de anéis terem uma rotacdo de 110 em relacédo

um ao outro.

Ao contrario de outros quimiotipos de inibidores, o
PIK-39 n&do explora a cavidade de afinidade da PI3-quinase
(Figura 2C). O anadlogo de pirazolopirimidina de IC87114, PIK-
293, bem como um novo anadlogo constituido por um m-fenol,
PIK-294 (Figura 3A) foram entdo testados quanto a inibic¢do da
classe I das PI3-quinases. O PIK-294 era até 60 vezes mais
potente do que o PIK-293 (Figura 3A).

A  estrutura do PIK-39 1ligado a pll0y revela um
rearranjo conformacional de Met 804 em que ¢ criada uma
cavidade induzida, e nds pensamos que esse rearranjo
conformacional é responséavel pela seletividade de PIK-39 por
pl100. Este modelo prevé que a mutacdo do Met 804 romperd a
ligacdo dos inibidores seletivos da pll0d (que tém acesso a
esta cavidade), mas ndo afeta as outras classes de inibidores
(que nédo acedem a esta cavidade). A modelacdo sugere gue a
mutacdo de Met 804 para um aminodcido ramificado em R (tal
como valina ou isoleucina) deve restringir a cavidade formada
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pelo rearranjo desse residuo (Figura 3B, & direita). Por essa
razdo, o correspondente residuo da pll0d (Met 752) foi mutado
para valina ou isoleucina e estas quinases foram expressadas,
purificadas e testadas gquanto a sua sensibilidade para
inibidores da PI3-quinase (Figura 3B). Foi constatado que as
pll10d de M752I e MT752V sé&o resistentes aos inibidores PIK-39
e IC87114 seletivos para a pll0d, mas retém a sensibilidade
aos inibidores multialvos PIK-90, PIK-93, e PI-103 da pllOa.
Esta resisténcia especifica para quimiotipos substancia o
papel Unico de Met 752 em “gating” uma cavidade de
seletividade induzida.

A modelacdo antagonista foi realizada com o PyMOL
Molecular Graphics System. Todas as estruturas de cristal da
pll0y (cébdigos PDB em parénteses), incluindo Apo (1E8Y), ATP
(1E8X), wortmanina (1E7U), LY294002 (1E7V), quercetina
(lE8W), miricetina (1E90) e estaurosporina (1E87Z), as formas
ligadas a PIK-90, PIK-39 e PIK-93 foram estruturalmente
alinhadas com a funcdo de alinhamento do PyMOL. Os modelos
para OsS inibidores PIK-108, KU-55933 e PI-103 foram
desenvolvidos a partir da estrutura principal de
arilmorfolina do LY294002 (1E7V), utilizando a funcdo de
construcdo de fragmentos do PyMOL. Um modelo para o inibidor
IC87114 foi construido de forma semelhante, a partir da
estrutura principal de aril-isoquinolina do PIK-39.

O modelo para o PI-103 foi desenvolvido para a
estrutura proteica de pllOy ligada a PIK-90, porque a
estrutura do PIK-90 contém a cavidade de afinidade alargada
que ¢ necessaria para acomodar o fragmento fendlico do PIK-
103 (a estrutura da pllOy ligada ao PIK-90, pelo contréario,
ndo apresenta quaisquer diferencas conformacionais na regiédo
de ligacdo a arilmorfolina em comparacdo com a estrutura da
pll0y ligada a LY294002). Os modelos de PIK-108, KU-55933, e
IC87114 foram desenvolvidos para a estrutura proteica da
pll0y 1ligada ao PIK-39, porgque estes 1inibidores possuem
grupos volumosos que se projetam para o exterior do plano da
adenina e tém condic¢des para explorar a especial cavidade de
ajuste induzido “Met 804 em baixo”. Em todos os modelos de
inibidores, a escolha da estrutura proteica e o modo de
ligacdo ao inibidor baseia-se em extensos estudos biogquimicos
de SAR, bem como na geometria do inibidor. As estruturas
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proteicas e os modelos de inibidores nédo foram minimizados a
fim de otimizar a energia de ligacdo, mas tomou-se cuidado
para evitar confrontos estereoquimicos dbvios e @ para
satisfazer as principais pontes de hidrogénio.

C. Teste com pllOa/p85a, pllOR/p85a, pllOa/p85a e pllOy

A classe I das PI3-guinases foi adquirida (pllO0o/p85a,
pll0B/p85x, pll0d/p85a da Upstate e pllO0y da Sigma) ou
expressa como anteriormente descrito (Knight et al., 2004).
Os valores de CIsy foram determinados ou por cromatografia de
camada fina (TLC) para a atividade da lipido-guinase
(descrito a seguir), ou por uma andlise de captura de
membrana de alto rendimento. As reac¢cdes da gquinase foram
levadas a cabo com uma mistura reacional preparada com
quinase, inibidor (concentracdo final de DMSO de 2%), tampédo
(HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM), e fosfatidilinositol
submetido recentemente a sonicacdo (100 pg/ml). As reacdes
foram iniciadas pela adicdo de ATP contendo 10 uCi de y-32P-
ATP até uma concentracdo final de 10 ou 100 uM, tal como
indicado na Figura 5, e foram deixadas prosseguir durante 5
minutos a temperatura ambiente. Para a analise de TLC, as
reactes foram entdo terminadas pela adicdo de 105 pl de HCI1
1IN, seguido de 160 pl de CHCIl;:MeOH (1:1). A mistura bifasica
foi agitada em vértice, centrifugada por curto tempo, e a
fase orgdnica foi transferida para um tubo novo com a ponta
de uma pipeta de transferéncia para gel pré-revestida com
CHCls;. Este extrato foi transferido por pontos para placas de
TLC e deixado a desenvolver durante 3 a 4 horas numa solucédo
©65:35 de n-propanol:édcido acético 1IM. As placas de TLC foram
entdo secas, expostas a uma tela de Phosphorimager (Storm,
Amersham) e contadas. Para cada composto, a atividade da
quinase foi medida a 10-12 concentracdes de inibidor,
representando diluic¢des de duas vezes, desde a concentracio
mais elevada testada (normalmente, de 200 uM). Para os
compostos que apresentavam uma atividade significativa, as
determinacdes de CIsg foram repetidas entre duas e quatro
vezes, sendo o valor registado a média destas medicgdes
independentes.

Os resultados estdo apresentados a seguir na Tabela 2.
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D. Teste com Abl

Os inibidores (concentracédo final: 10 uM) foram testados
em triplicado relativamente a Abl recombinante de comprimento
inteiro ou Abl (T315I) (Upstate) numa solucdo de ensaio
contendo HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, ATP 200 uM (2,5
nCi de y-32P-ATP) e 0,5 mg/mL de BSA. O substrato peptidico
otimizado para Abl, EAIYAAPFAKKK, foi utilizado como local de
fosforilacdo (200 uM). Terminou-se a reacdo transferindo por
pontos para folhas de fosfocelulose, as quais foram lavadas
com &acido fosférico a 0,5% (cerca de 6 vezes, 5-10 minutos de
cada vez). As folhas foram secas e a radioatividade
transferida foi quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 3 adiante.

E. Teste com Hck

Hck: Os inibidores (concentracdo final: 10 upM) foram
testados em triplicado relativamente a Hck recombinante de
comprimento inteiro numa solucdo de ensaio contendo HEPES 25
mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, ATP 200 uM (2,5 pCi de y-32P-ATP) e
0,5 mg/mL de BSA. O otimizado substrato peptidico da quinase
da familia Src, EIYGEFKKK, foi wutilizado como local de
fosforilacdo (200 uM). Terminou-se a reacdo transferindo por
pontos para folhas de fosfocelulose, as quais foram lavadas
com acido fosfdérico a 0,5% (cerca de 6 vezes, 5-10 minutos de
cada vez). As folhas foram secas e a vradioatividade
transferida foi quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 3 adiante.

F. Teste com o recetor de insulina (RI)

Os inibidores (concentracéo final: 10 uM) foram
analisados em triplicado relativamente ao dominio quinase do
recetor de insulina recombinante (Upstate) numa solucdo de
ensaio contendo HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, MnCl, 10
mM, ATP 200 uM (2,5 pCi de vy-32P-ATP), e 0,5 mg/mL de BSA.
Poli E-Y (Sigma, 2 mg/mL) foi wutilizado como substrato.
Terminou-se a reacdo transferindo por pontos para folhas de
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nitrocelulose, as quais foram lavadas com NaCl 1M/&cido
fosférico a 1% (cerca de 6 vezes, 5-10 minutos de cada vez).
As folhas foram secas e a radioatividade transferida foi
quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante.

G. Teste com Src

Src, Src (T338I): 0Os inibidores (concentracdo final: 10
M) foram testados em triplicado relativamente a Src
recombinante de comprimento inteiro ou Src (T338I) numa
solucdo de ensaio contendo HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM,
ATP 200 pM (2,5 pCi de y-32P-ATP) e 0,5 mg/mL de BSA. O
otimizado substrato peptidico da quinase da familia Src,
EIYGEFKKK, foi utilizado como local de fosforilacdo (200 uM).
Terminou-se a reacdo transferindo por pontos para folhas de
fosfocelulose, as quais foram lavadas com &cido fosférico a
0,5% (cerca de 6 vezes, 5-10 minutos de cada vez). As folhas
foram secas e a radioatividade transferida foi quantificada
por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 3 adiante.

H. Teste com DNA-PK (DNAK)

DNA-PK foi adguirido de Promega e analisado com o DNA-PK

Assay System (Promega) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Os resultados apresentam-se na Tabela 2.

I. Teste com mTOR

Os inibidores (concentracdo final de 50 uM-0,003 uM)
foram testados relativamente a mTOR recombinante (Invitrogen)
numa solucdo de ensaio contendo HEPES 50 mM, pH 7,5, EGTA 1
mM, MgCl, 10 mM, 2,5 mM, Tween a 0,01%, ATP 10 pM (2,5 uCi
de p-32P-ATP), e 3 pg/mL de BSA. PHAS-1/4EBP1 (Calbiochem, 2
mg/mL) recombinante de rato foi utilizado como substrato.
Terminou-se a reacdo transferindo por pontos para folhas de

nitrocelulose, as quails foram lavadas com NaCl 1M/&cido
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fosférico a 1% (cerca de 6 vezes, 5-10 minutos de cada vez).
As folhas foram secas e a radioatividade transferida foi
quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante.

J. Teste com o recetor do fator de crescimento do
endotélio vascular

Receptor do fator de crescimento do endotélio vascular
2 (KDR) : Os inibidores (concentracdo final de 50 uM a 0,003
uM) foram testados relativamente ao dominio gquinase do
recetor KDR recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio
contendo HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, BME a 0,13, ATP 10
M (2,5 pCi de p-32P-ATP), e 3 pg/mL de BSA. Poli E-Y (Sigma,
2 mg/mL) foi utilizado como substrato. Terminou-se a reacédo
transferindo por pontos para folhas de nitrocelulose, as
quais foram lavadas com NaCl 1M/4cido fosfdérico a 1% (cerca
de 6 vezes, 5-10 minutos de cada vez). As folhas foram secas
e a radioatividade transferida foi quantificada por
imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 3 adiante.

K. Teste com o recetor B4 da epinefrina (EphB4)

Os inibidores (concentracdo final de 50 pM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio quinase do recetor B4
da epinefrina (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, BME a 0,1%, ATP 10 uM (2,5
pCi de p-32P-ATP), e 3 pg/mL de BSA. Poli E-Y (Sigma, 2 mg /
mL) foi wutilizado como substrato. Terminou-se a reacao
transferindo por pontos para folhas nitrocelulose, que foram
lavadas com NaCl 1M/&cido fosférico a 1% (cerca de 6 vezes,
5-10 minutos de <cada vez). As folhas foram secas e a
radicatividade transferida foi quantificada por imagiologia
com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 3 adiante.
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L. Teste com o recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR)

Os inibidores (concentracdo final de 50 uM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio quinase do recetor
EGF recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, BME a 0,1%, ATP 10 uM (2,5
pCi de p-32P-ATP), e 3 nug/mL de BSA. Poli E-Y (Sigma, 2
mg/mL) foi wutilizado como substrato. Terminou-se a reacdo
transferindo por pontos para folhas de nitrocelulose, que
foram lavadas com NaCl 1M/acido fosférico a 1% (cerca de 6
vezes, 5-10 minutos de cada vez). As folhas foram secas e a
radioatividade transferida foi quantificada por imagiologia
com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 3 adiante.

M. Teste com KIT

Os inibidores (concentracdo final de 50 uM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio quinase de KIT
recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, DIT 1mM, MnCl, 10 mM, ATP
10 pM (2,5 pCi de unu-32P-ATP), e 3 nug/mL de BSA. Poli E-Y
(Sigma, 2 mg/L) foi utilizado como substrato. Terminou-se a
reacdo transferindo por pontos para folhas de nitrocelulose,
que foram lavadas com NaCl 1M/4cido fosfdérico a 1% (cerca de
6 vezes, 5-10 minutos de cada vez). As folhas foram secas e a
radioatividade transferida foi quantificada por imagiologia
com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante.

N. Teste com RET

Os inibidores (concentracdo final de 50 pM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio quinase de RET
recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, DTT 2,5 mM, ATP 10 pM (2,5
nCi de np-32P-ATP), e 3 nug/mL de BSA. O substrato peptidico
otimizado para Abl, EAIYAAPFAKKK, foi utilizado como local de
fosforilacdo (200 uM). Terminou-se a reacdo transferindo por
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pontos para folhas de fosfocelulose, as quais foram lavadas
com &cido fosfdérico a 0,5% (cerca de 6 vezes, cada 5-10
minutos) . As folhas foram secas e a radioatividade
transferida foi quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante.

O. Teste com o recetor do fator de crescimento deriwvado
de plaquetas (PDGFR)

Os inibidores (concentracdo final de 50 pM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio quinase do recetor
PDG recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, DTT 2,5 mM, ATP 10 paM (2,5
pCi de p-32P-ATP), e 3 nug/mL de BSA. O substrato peptidico
otimizado para Abl, EAIYAAPFAKKK, foi utilizado como local de
fosforilacdo (200 uM). Terminou-se a reacdo transferindo por
pontos para folhas de fosfocelulose, as quais foram lavadas
com &cido fosfdérico a 0,5% (cerca de 6 vezes, cada 5-10
minutos) . As folhas foram secas e a radiocatividade
transferida foi quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante.

P. Teste com tirosina-quinase 3 (FLT-3) semelhante a FMS

Os inibidores (concentracdo final de 50 pM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio gquinase da FLT-3
recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, DTT 2,5 mM, ATP 10 uM (2,5
nCi de p-32P-ATP), e 3 ng/mL de BSA. O substrato peptidico
otimizado para Abl, EAIYAAPFAKKK, foi utilizado como local de
fosforilacdo (200 uM). Terminou-se a reacdo transferindo por
pontos para folhas de fosfocelulose, as quais foram lavadas
com &cido fosférico a 0,5% (cerca de 6 vezes, 5 a 10 minutos
de cada wvez). As folhas foram secas e a radiocatividade
transferida foi quantificada por imagiologia com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante
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Q. Teste da tirosina-quinase do recetor TEK (TIE2)

Os inibidores (concentracdo final de 50 uM a 0,003 uM)
foram testados relativamente ao dominio gquinase de TIE2
recombinante (Invitrogen) numa solucdo de ensaio contendo
HEPES 25 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM, DIT 2mM, MnCl, 10 mM, ATP
10 pM (2,5 pCi de p-32P-ATP), e 3 npg/mL de BSA. Poli E-Y
(Sigma, 2 mg/mL) foi utilizado como substrato. Terminou-se a
reacdo transferindo por pontos para folhas de nitrocelulose,
que foram lavadas com NaCl 1M/&cido fosfdérico a 1% (cerca de
6 vezes, 5 a 10 minutos de cada vez). As folhas foram secas e
a radioatividade transferida foi quantificada por imagiologia
com fésforo.

Os resultados apresentam-se na Tabela 4 adiante.

R. Resultados

Na Tabela 1, os compostos possuem a férmula:

RE
N7 T
L L
NT N
R! .

R' e R? s&do como definidos na Tabela 1, X é =N- salvo
indicacdo em contradrio e R’® é -NH, salvo indicacdo em
contrério.

Os exemplos de referéncia que ndo se situam no ambito de

aplicacdo da invencédo, estdo indicados por *.
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Tabela 1
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Tabela 2

Cpd 1100 | 110f | 1105 | 110y | DPK Cpd 1100 | 110p | 1105 | 110y | DPK
KSl67 ++ + ++ ++ |+ BA46 ++ ++ +++ ++ |+t
ZK141 ++ ++ ++ ++ |+t BA45 ++ + ++ ++ | ++
Ks84 ++ + ++ + +++ BA39 ++ +++ ++ ++
ZK127 ++ ++ ++ ++ | +++| BAl50 ++ + ++ ++ | ++
ZK134 ++ + ++ ++ |+++| BAl51 ++ + ++ ++ | ++
ZK132 ++ ++ ++ ++ |+t BA21 ++ ++ ++ ++
ZK125 ++ + ++ ++ |+t BA52 ++ ++ ++ ++ | ++
BA56 +++ | +t++ | [t |+ BA53 ++ + + + ++
ZK138 ++ ++ ++ ++ |+t BA31 ++ ++ +++ | A+ |+t
KS287 ++ ++ ++ ++ |+ BA152 ++ ++ +++ ++ |+t
KS288 + + + +++| BA149 ++ ++ ++ ++ +
KS284 +++ ++ +++ | |+t BA32 ++ ++ +++ +++
BA6O ++ ++ +++ |+ |+t BA55 ++ ++ +++ ++ | ++
ZK318 ++ + ++ ++ ++ BA35 ++ +++ | A+ |+
ZK320 ++ ++ +++ |+ |+t BA34 ++ ++ +++ ++ | +++
ZK333 +++ ++ +++ | +++ |+t BA38 ++ +++ | A+ |+
ZK323 +++ ++ +++ | |+t BA40 ++ ++ ++ | +++
ZK327 +++ ++ +++ | At [+t BA41l ++ ++ +++ | |+t
BA77d ++ ++ +++ ++ | ++ BAl4 ++ ++ +++ ++ |+t
BA78d ++ ++ +++ | |+t BAl2 ++ ++ +++ ++ | ++
BA22 e T B e I I BA30 ++ ++ 4+ | |+t
BA79d +++ | +++ | A+ | A+ [+ ZK149 + ++ ++ ++ +
BA85 ++ ++ ++ ++ |+++| ZK126 ++ + ++ + ++
BA87 +++ | +++ | +++ | A4+ | +++ | ZK143 + + + + +
ZK502 ++ t+ +++ | ++ |+++| ZK150 ++ + + + ++
ZK489 +4++ | A+ | [ A | ZK136 ++ + + ++ | +++
ZK487 +++ | +++ | A+ [ A+ | ZK131 + + + + +
Zk491 +++ | | A [ A ] ZK151 + + + + |+t
Zk493 +++ | +++ | A+ [ A+ |+ | ZK142 + + + + +
BA62d +++ |+t |+ [ | ZK139 + + + ++ ++
ZK450 ++ ++ ++ +++ |+ KsS207 ++ + +++ | |+t
ZK454 ++ ++ ++ +++ |+++| KS208 ++ ++ ++ +++ | +++
ZK469 +++ | +++ ++ +++ | +++| ZK102 + + + + +++
ZK471 +++ | | A [ A ] ZK157 +++ +++
ZK461 +++ ++ +++ ++ ++ ZK159 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK413 ++ +++ | +++ | +++ [ +++ | ZK156 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK379 +++ ++ +++ |+t |+t K363 + + + + +++
ZK421 +++ ++ +++ | +++ | +++| ZK158 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK403 ++ e+ | A | |+t ZK147 + ++ ++ ++ | ++




EP 2 004 654/PT

105

Cpd 110a | 110f | 1105 | 110y | DPK Cpd 110a | 110p (1105 | 110y | DPK
ZK405 ++ ++ +++ ++ |+++| ZK155 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK432 +++ ++ +++ | +++ |[+++| ZK162 ++ + ++ ++ |+t
ZK434 +++ | +++ | +++ | +++ [ +++ | ZK165 ++ + ++ ++ | +++
ZK465 +++ + +++ | 4+ |+t ZK161 ++ + ++ ++ ++
ZK377 ++ ++ ++ ++ | +++ | ZK167 ++ ++
ZK399 ++ ++ +++ ++ |+++| ZK168 ++ +++
ZK401 ++ + ++ + |+++| BAlle + ++ ++ ++ |+t
BA62 +++ ++ +++ | A+t |+t BAl7 +++ ++ +++ ++ |+t
ZK358 +++ ++ +++ | +++ | +++| BA134 ++ + ++ + ++
ZK452 ++ ++ ++ +++ |+++| BALO5 ++ ++ +++ ++ | +++
ZK456 +++ ++ ++ +++ | +++| BAl22 ++ ++ +++ ++ |+t
ZK463 +++ ++ +++ | +++ |[+++| BAlll +++ ++ +++ | |+t
ZK371 +++ | +++ | +++ | +++ | +++| BALO2 e T i B I s
ZK409 +++ | +++ |+ [ A4+ |+ | BALL2 +++ ++ +++ | |+t
ZK428 +++ | +++ | +++ | +++ | +++| BAL1S +++ ++ +++ | |+t
ZK430 +++ | +++ | +++ | +++ [+++| BAL130 +++ ++ +++ | A+t | A+t
ZK387 ++ ++ ++ ++ |[+++| BA132 S I I B
ZK389 ++ +++ | +++ ++ |[+++| BAl39 ++ ++ +++ + ++
ZK369 ++ + ++ ++ ++ BA158 +++ |+t | | |+t
ZK385 ++ ++ +++ ++ |+++| BAl40 + ++ + + ++
ZK391 ++ ++ +++ | ++ |[+++| BAl4l + + + + +
BA155 2 +4++ | +++ | 4+ | +++ | +++ | BAL4G e T B I s
BA157 8 +++ | +++ |+ [ A4+ |+ | BAL42 +++ ++ ++ | A+ |t
BA59 ++ ++ +++ | +++ | +++| BAl45 ++ ++ ++ ++ ++
BA63 ++ +++ | +++| BAl47 ++ ++ ++ ++ | ++
BA93 +++ ++ +++ | +++ | +++| BA148 ++ ++ ++ ++ [+t
BA49 ++ + ++ ++ | ++ BA143 ++ ++ ++ ++ |+t
BAl5 +++ ++ +++ | +++ |[+++| BAl44 +++ ++ +++ | |+t
ZK321 +++ ++ +++ | +++ | +++| BAl29 ++ + ++ + ++
ZK337 +++ | +++ | +++ [ +++ | +++| BAL31 +++ ++ +++ | |+t
ZK347 +++ | +++ | +++ | +4++ | +++| BAL33 4+ | A+ | [ A [
ZK325 +++ | +++ | +++ | 44+ | +++ | BAL20 +++ ++ +++ | |+t
ZK349 +++ | +++ | +++ | +++ [+++| BAL108 +++ ++ +++ ++ | +++
ZK423 +++ | +++ | +++ [ +++ | +++ | BAL21 +++ ++ +++ ++ |+t
ZK411 ++ e+ | | [+t BA89 +++ ++ 4+ | |+t
ZK407 ++ t++ | A |+ | BA94 +++ ++ +++ | |+t
BASS +++ | +++ | +++ | +++ [+++| BAL135 +++ |+t | | |+t
S1 ++ + ++ + + BA136 +++ ++ +++ ++ | +++
BA23 +++ | +++ | +++ [ +++ | +++ | BAL37T R o o S B e s
ZK485 +++ |+t | A+ ++ ++ BA138 +++ ++ +4++ | |+
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Cpd 110a | 110f | 1105 | 110y | DPK Cpd 110a | 110p (1105 | 110y | DPK
ZK495 +++ ++ +++ ++ |+++| BALlGO ++ ++ +++ | A+t | A+
ZK496 ++ ++ +++ ++ |[+++ ]| BA157 3| ++ ++ +++ | A+t | A+t
ZK494 +++ | +++ | +++ [ +++ | +++| BALlS4 L o o S B R
BA9O +++ | +++ | +++ [ +++ | +++ | BAl1lO +++ ++ 4+ | |+t
ZK341 ++ ++ +++ | A+ |+t BAl1l5 +++ ++ +++ | |+t
ZK343 +++ ++ +++ ++ |+++| BALl59 +++ |+t | | |
ZK361 ++ ++ +++ | +++ |+++| BAl1l9 ++ ++ +++ ++ |+t
ZK359 +++ | +++ | +++ [ +++ | +++| BALO7T ++ ++ +++ ++ |+t
ZK362 S T BT S I I O BAl24 ++ ++ +++ ++ |+t
BA64 + + ++ + ++ BAlel + + + + |+t
BAG5 + + ++ + ++ BAl62 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK305 +++ | +++ | +++ | +++ [ +++ | BA24dd ++ ++ +++ ++ | +++
ZK306 ++ + ++ ++ ++ BA43 +++ +++ | +++ |+t
BAG6 ++ ++ +++ | |+t BA91 ++ ++ ++ ++ |+t
BA48 ++ ++ +++ | |+t BA92 ++ ++ +++ ++ |+t
ZK133 + + + ++ ++ BA86 ++ ++ ++ +++ | +++
BA20dd ++ ++ ++ ++ |+t BA88 + + ++ | A+t |+t
BA20d ++ ++ +++ | |+t BA96 ++ + +++ |+t |+
BA20 ++ ++ ++ | ++ BA97 ++ ++ +++ | |+t
BA99 ++ + ++ + ++ BA44 ++ +++ ++ ++ | ++
BA81dd +++ ++ +++ | +++ + BA156 ++ ++ ++ ++ | +++
BA81d +++ ++ +++ | 4+ |+t BAS5 ++ ++ +4++ | |+
ZK137 ++ + ++ ++ | +++| ZK129 ++ ++ ++ ++ |+t
ZK135 ++ + + ++ ++ BA5S4 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK130 + + + + + ZK152 ++ ++ ++ ++ | +++
ZK128 ++ + ++ ++ | ++ BA42 ++ ++ ++ ++ [+t
BA26 ++ ++ +++ | +++ | ++ | PIK294 S I T B o [
SU11248 ++ + ++ ++ + Iressa + + + + +
BAY43-9006 ++ + + + + PIK103 | +++ | +++ | +++ [ +++ | +++
Dasatinib ++ + ++ + ++ PIK90 +++ |+t |+ | |+t
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Tabela 3

Cpd Abl | Hck | Src Src (T/I) VEGFR EGFR EphB4
Ksg84 +++ [ A+ | At ++ +++ +++ +++
BA56 ++ +++ | +++ ++ ++ +++ ++
KS284 +++ | A | At ++ +++ +++ +++
BA6O ++ +++ +++ +++ ++ + ++
ZK318 ++ ++ +++ ++ + ++
ZK320 +++ |+ | 4+ ++ +++ ++ ++
ZK333 +++ | ++H+ | 4+ ++ +++ ++ ++
ZK323 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
ZK327 +++ [ A+ | At ++ +++ ++ ++
BA77d +++ [ A+ | At ++ ++ ++ +++
BA78d +++ |+ | 4+ ++ +++ ++ ++
BA22 +++ | A | At ++ +++ Y+ +++
BA79d +++ [ A+ | At ++ +++ +++ +++
BA85 ++ +++ | +++ ++ ++ ++ ++
BA87 +++ [ A+ | At +++ +++ +++ +++
ZK502 R I ++ ++ ++ +
ZK489 +++ +++ +++ + ++ + ++
ZK487 +++ [ A+ | At ++ +++ +++ +++
Zk491 R I ++ +++ +++ +++
Zk493 +++ |+ | ++ +++ +++ +++
BAG2d +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
ZK450 +++ [ A+ | At + ++ + ++
ZK454 +++ ++ +++ + ++ ++ +
ZK469 +++ |+ | 4+ + ++ ++ ++
ZK471 +++ [ A |t + ++ ++ +
ZK461 +++ | A+ | At + +++ ++ ++
ZK413 +++ [ A+ | At + ++ ++

ZK379 +++ | ++H+ | 4+ ++ +++ +++ +++
ZK421 R I +++ +++ +++ +++
ZK403 +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++
ZK405 +++ [ A | At ++ ++ ++ +
ZK432 R I e ++ +++ ++ +++
ZK434 +++ [ A+ | At ++ +++ ++ +++
ZK465 +++ [ At |t + +++ +++ +++
ZK377 ++ ++ +++ + ++ + +
ZK399 +++ | ++H+ | 4+ + + + ++
ZK401 +++ [ A | At + + + +
BAG2 +++ [ A | At + + ++ +++
ZK358 +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
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Cpd Abl Hck Src Src (T/I) VEGFR EGFR EphB4
ZK452 +++ | A+ |+t ++ +++ ++ ++
ZK456 +++ |+ | 4+ + ++ ++ ++
ZK463 +++ |+ | 4+ ++ +++ ++ ++
ZK371 +++ | A+ |+t ++ +++ +++ +++
ZK409 +++ | A+ |+t ++ +++ ++ 4+
ZK428 +++ | A+t |+t ++ +++ ++ +++
ZK430 +++ |+ | ++ +++ ++ +++
ZK387 +++ | A+t |+t + ++ ++ ++
ZK389 +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++
ZK369 ++ ++ +++ + ++ ++ +
ZK385 ++ +++ | +++ + ++ + ++
ZK391 ++ +H++ | A+t + ++ ++ ++
BA155 2 ++ 4+ | A+ ++ ++ ++ ++
BA157 2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BA59 +++ |+ | 4+ +++ ++ ++ +++
BAG3 ++ +++ | +++ ++ ++ ++ ++
BAS3 ++ e+ | At ++ ++ ++ ++
BA49 ++ +++ | A+ ++ + ++ +++
BA15 ++ t++ | A+ ++ + +++ ++
ZK321 +++ | A+t |+t ++ ++ + ++
ZK337 +++ | A+ |+t + ++
ZK347 +++ | A+ |+t ++ +++ ++ ++
ZK325 +++ | A+t |+t ++ +++ ++ +++
ZK349 +++ | ++H+ | 4+ +++ +++ +++ +++
ZK423 +++ | A+ |+t ++ +++ +++ +++
ZK411 ++ +++ + ++ ++ ++
ZK407 ++ +++ | A+ + +++ ++ +
BA98 +++ |+ | 4+ ++ +++ +++ ++
S1 +++ + ++ + + + +
BA23 ++ ++ +++ ++ + ++ ++
ZK485 ++ +++ +++ + + ++ ++
ZK495 ++ +++ ++ ++ + ++ ++
ZK496 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
ZK494 +++ | A+ |+t ++ ++ ++ ++
BAS0 ++ 4+ | A4+ ++ ++ ++ ++
ZK341 ++ ++ + + + + +
ZK343 ++ +++ |+t + ++ ++ ++
ZK361 ++ ++ ++ + + ++ +
ZK359 +++ | ++H+ | 4+ ++ ++ ++ +++
ZK362 ++ 4+ | A+ + + ++ +
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Cpd Abl Hck Src Src (T/I) VEGFR EGFR EphB4
BAG4 +++ | A+ |+t ++ + ++ +++
BAG5 ++ +++ | +++ ++ ++ ++ ++
ZK305 ++ ++ ++ ++ + + ++
ZK306 + ++ ++ ++ ++ ++ +
BA66 ++ ++ ++ + + ++
BA48 ++ t++ | A+ ++ ++ ++ ++
BA20dd +++ |+ | ++ ++ ++ ++
BA20d +++ | A+t |+t ++ ++ ++ ++
BA20 +++ | A+ | +++ ++ +++ +
BA9S9 ++ +++ | ++ +++ ++ ++
BA81dd +++ |+ | 4+ ++ +++ +++ +++
BA81d +++ |+ | 4+ ++ +++ +++ +++
BA26 ++ ++ +++ ++ + + +
BA46 ++ +++ ++ + ++ ++ ++
BA45 ++ t++ | A+ ++ ++ ++ +
BA39 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
BA150 ++ ++ ++ + ++ + ++
BAl151 ++ ++ ++ + + ++ ++
BA21 ++ ++ ++ + + + +
BA52 ++ ++ ++ + + + +
BA53 ++ ++ ++ + + + +
BA31 ++ ++ ++ + + ++ +
BA152 +++ | A+t |+t + ++ ++ ++
BA149 ++ t++ | A+ ++ ++ ++ ++
BA32 ++ ++ ++ + + + ++
BA55 ++ ++ ++ + + ++ ++
BA35 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BA34 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BA38 ++ ++ ++ ++ + + +
BA40 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
BA41 ++ ++ ++ ++ ++ + ++
BAl4 ++ ++ ++ ++ + + ++
BAl2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BA30 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
KsS208 ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++
BAll6 ++ +++ ++ +++ ++ ++
BAl7 +++ | A+t |+t +++ +++ 4+ 4+
BA134 ++ ++ ++ ++ + + ++
BA105 ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
BAl22 +++ | A+ | ++ ++ 4+ 4+




EP 2 004 654/PT

110
Cpd Abl Hck Src Src (T/I) VEGFR EGFR EphB4
BAlll + + ++ ++ ++ ++ ++
BA102 +++ | A+t |+t ++ +++ +++ +++
BAll2 ++ +++ | A+t ++ ++ ++ ++
BAll6 ++ ++ + ++ ++ + ++
BA130 ++ +++ ++ ++ +++ + ++
BA132 ++ +++ ++ + ++ ++ ++
BA139S ++ ++ ++ + ++ ++ +
BA158 +++ | A+t |+t ++ ++ ++ ++
BA140 ++ ++ ++ ++ + ++ ++
BAl41 + ++ + + + ++ +
BAl46 ++ ++ ++ + ++ ++ ++
BAl42 ++ ++ +++ + ++ ++ ++
BA145 + ++ ++ + + + ++
BA147 ++ ++ ++ + ++ + ++
BA148 + ++ ++ + + ++ +
BAl143 ++ ++ ++ ++ + ++ ++
BAl44 ++ ++ +++ + ++ + ++
BAl129 ++ + +++ + ++ ++ ++
BAl131 ++ ++ 11 + ++ + ++
BA133 ++ ++ +++ + + ++ ++
BA120 +++ | A+ |+t ++ +++ ++ ++
BA108 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
BAal21 +++ | A+t |+t +++ +++ +++ +++
BA89 +++ | ++H+ | 4+ +++ +++ +++ +++
BA94 +++ | A+ |+t +++ +++ +++ +++
BA135 +++ | 4+ | ++ +++ +++ +
BAl36 +++ +++ +++ ++ +++ ++
BA137 +++ | A+ |+t +++ +++ ++ ++
BA138 +++ | ++H+ | 4+ +++ +++ +++ ++
BA160 +++ |+ | 4+ ++ ++ +++ ++
BA157 3 ++ +++ +++ ++ + ++ ++
BA154 +++ | A+ |+t ++ ++ ++ ++
BA110 +++ | A+t |+t ++ +++ ++ ++
BAl1l5 +++ | A+ |+t +++ +++ +++
BA159 +++ | A+ | ++ +++ ++ ++
BAl19 ++ +++ | A+t ++ ++ ++ ++
BA107 +++ | A+t |+t ++ +++ +++ +++
Al24 +++ | A+ |+t +++ +++ +++ +++
BAl6l ++ + ++ + + ++ +
BAl62 ++ ++ ++ + + ++ ++
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Cpd Abl Hck Src Src (T/I) VEGFR EGFR EphB4
BA24dd ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BA43 ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
BA91 ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
BA92 ++ 4+ | A+ ++ ++ ++ ++
BA86 +++ | A+ |+t +++ +++ 4+ 4+
BASS +++ | ++H+ | 4+ +++ +++ +++ +++
BAS6 +++ |+ | ++ ++ +++ +++
BA97 +++ | A+t |+t ++ ++ +++ 4+
BA44 ++ ++ ++ ++ + ++ +
BA156 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
BAS5 ++ +++ ++ + + ++ ++
BA54 ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
BAa42 + ++ ++ ++ ++ + ++
SU11248 +++ | A+ |+t +++ +++ ++ +
BAY43-95006 +++ |+ | 4+ +++ +++ + ++
Dasatinib ++ + +++
Iressa ++ e+ | At ++ ++ ++
PIK1O03 + + + + + + +
PIKSO0 + + + + + + +
H2294 ++ + ++ + + + +
Tabela 4
Cpd cKIT Tie2 FLT3 PDGFR RET IR mTOR
ZK358 +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++
ZK487 +++ +++ +++ +++ +++ + 4+
ZK349 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
ZK494 +++ ++ ++ +++ +++ + +4+
BA102 +++ +++ +++ +++ +++ + +++
BAal21 +++ +++ +++ +++ ++ +++
KsS84 +++ + +++ +++ +++ ++ ++
SUl1248 +++ ++ +++ +++ +++ ++ +
BAY43-9006 +++ +++ + +++ +++ ++ +
Dasatinib +++ ++ +++ +++ ++ + +
Iressa + ++ +++ +++ ++ + +

Nas anteriores Tabelas de 2 a 4, +++ indica uma CIlsg
inferior a 1 uM; ++ indica uma CIs; entre 1 pM e 50 uM; e +
indica uma CIsy superior a 50 uM.
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REIVINDICACOES

1. Composto selecionado a partir de compostos com a

formula:
NH2 R2
N7 RN
(L
N h
|
)
em que:

R' ¢ hidrogénio, alquilo substituido com R® ou n&o
substituido, heteroalquilo substituido com R’ ou nao
substituido, cicloalquilo substituido com R’ ou nao
substituido, heterocicloalquilo substituido com R® ou ndo
substituido, ou heterocarilo substituido com R’ ou ndo
substituido;

R’ é heteroarilo substituido com R*;

R’ ¢ um halogéneo, -CN, -OR’>, -S(0),R°, -NR'R®, -C(O)R’
=N-NH,, -NR'’-C (0)R™, -NR**-C (0) -OR"?, -C (0)NR"“R"?,
—NRMS(O)zR”, —S(O)zNRw, alquilo nao substituido ou
substituido com R?% heteroalquilo nao substituido ou
substituido com RY?, cicloalquilo nao substituido ou
substituido com RY?, heterocicloalgquilo n&o substituido ou
substituido com R'?, arilo ndo substituido ou substituido com
R'?, heterocarilo ndo substituido ou substituido com RY’, em
que n €& um numero inteiro de 0 a 2;

R* ¢ um halogéneo, -CN, -OR?’, ou -NR*’R*%;

R5, R6’ Rj, RS, R9, RlO’ R;ll R;zl R?3, R;4, R?5, R;6’ R e
R'™ sdo independentemente hidrogénio, alquilo ndo substituido
ou substituido com R%, heteroalquilo né&do substituido ou
substituido com R%, cicloalquilo nao substituido,
heterocicloalquilo n&do substituido ou substituido com R,
arilo ndo substituido ou substituido com R*°, ou heteroarilo
ndo substituido ou substituido com R*°;

R?’, R?? e R?” sao independentemente hidrogénio, alquilo
ndo substituido ou hetercalquilo ndo substituido;

R'?, R e R*® s&do independentemente hidrogénio,
halogéneo, alquilo néo substituido, heterocalguilo  néo
substituido, cicloalgquilo n&do substituido, heterocicloalqgquilo

ndo substituido, arilo ndo substituido ou heterocarilo né&o
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substituido.

2. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que R?

4

W= A”
3‘(\ 4N

W23 (U,

em que:
W, W), W e W' sdo independentemente =CH-, =CR*- ou =N-;
em que pelo menos um entre W, W), W e W' é =CR*-; e o
anel A & um heteroarilo substituido ou ndo substituido.

3. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que R

4

wil AW
(o

w2-w3 (In.

em que:
W, WY, W e W' sdo independentemente =CH-, =CR%- ou =N-;
em que pelo menos um entre Wl, W2, W e W' é =CRA—; e o
anel A é um anel de 6 ou 7 membros parcial ou completamente
insaturado.

4. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que:

R’ ¢ piridinilo substituido com R?, pirimidinilo
substituido com R?, tiofenilo substituido com R?, furanilo
substituido com R?, indolilo substituido com R%,
benzoxadiazolilo substituido com RY, benzodioxolilo
substituido com R?, benzodioxanilo substituido com R?,
tianaftanilo substituido com R*, pirrolopiridinilo
substituido com RY, indazolilo substituido com RY,
quinolinilo substituido com R?, quinoxalinilo substituido com
R*, piridopirazinilo substituido com R®, quinazolinonilo
substituido com R?, cromenonilo substituido com R%,
benzoisoxazolilo substituido com R*, imidazopiridinilo
substituido com R*, Dbenzofuranilo substituido com R*, di-
hidrobenzofuranilo substituido com R*, di-hidrobenzodioxinilo
substituido com R*, benzoimidazolonilo substituido com R*, ou



EP 2 004 654/PT
3/5

benzotiofenilo substituido com R*.

5. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que R? é
pirrolopiridinilo substituido com R*, quinolinilo substituido
com R?, indazolilo substituido com R*, 1indolilo substituido
com R”.

6. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 5, em que R°, R°, R’, R® R’ R', RY,
R, RY, RY, R!, R!, RY e R gs3do independentemente
hidrogénio, alguilo ndo substituido, heteroalquilo né&o
substituido, cicloalgquilo ndo substituido, heterocicloalquilo
ndo substituido, arilo ndo substituido, ou heteroarilo nédo
substituido.

7. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 6, em que R' é alquilo ndo substituido
ou substituido com RZ, cicloalquilo ndo substituido ou
substituido com R’.

8. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 6, em que R' é alquilo C;-C, néo
substituido ou substituido com R®, ou cicloalquilo Cs-Cs n&o
substituido ou substituido com R°.

9. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 6, em que R' é alquilo C;-C, néo
substituido ou substituido com R3, ou ciclopentilo né&o
substituido ou substituido com R°.

10. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes de 1 a 6, em que R' é metilo ou alquilo C3-Cs
ramificado n&do substituido.

11. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 6, em que R' é isopropilo.

12. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 11, em que R’ é alguilo ndo substituido
ou substituido com R'7, cicloalgquilo né&do substituido ou
substituido com R'?, arilo n&o substituido ou substituido com
R,
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13. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes de 1 a 12, em que R ¢é alquilo ndo
substituido ou cicloalguilo nédo substituido.

14. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes de 1 a 12, em que R é alquilo Ci;-Cs ndo
substituido ou ciclopentilo nédo substituido.

15. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que R'

.

é isopropilo e R? é 5-hidroxi-indol-2-ilo.

16. Composicdo farmacéutica que compreende um composto
de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes de 1 a 15 e um
excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

17. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes de 1 a 15, para utilizacdo num método de
tratamento do corpo humano ou animal.

18. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicagcdes de 1 a 15, para utilizacdo num método de
tratamento de uma doenca selecionada entre um disturbio de
reabsorcdo 6ssea, leucemia mieldide croénica, inflamacéo
anormal, doenca autoimune, trombose, asma, ou cancro.

19. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes de 1 a 15, para utilizacdo num método de
tratamento de uma doenca selecionada a partir de: doenca de
Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin, mieloma multiplo,
neuroblastoma, cancro do ovario, rabdomiossarcoma,
trombocitose primaria, macroglobulinemia primaria, tumores
cerebrais primédrios, cancro, insulanoma pancredtico maligno,
carcinoide maligno, cancro da bexiga, lesdes cuténeas pré-
malignas, cancro testicular, 1linfomas, cancro da tiroide,
neuroblastoma, cancro do esd6fago, cancro do trato
geniturindrio, hipercalcemia maligna, cancro do endométrio,
cancro do cdértex super-renal, neoplasias do péancreas
enddcrino e exdbdcrino, e cancro da prdéstata; ou uma doenca
selecionada entre cancro do figado, cancro do cbélon, cancro
da mama, melanoma, leucemia mieldéide aguda, leucemia mieldide

crdédnica, ou cancro do pulmdo de ndo-pequenas células.
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20. Utilizacdo de um composto de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes de 1 a 15 no fabrico de um medicamento
para o tratamento de uma doenca selecionada entre um
disturbio de reabsorcdo oOssea, leucemia mieldide crodnica,
inflamacdo anormal, doenca autoimune, trombose, asma, ou

cancro.

21. Utilizacdo de um composto de acordo com gqualquer uma
das reivindicacdes 1 a 15 no fabrico de um medicamento para o
tratamento de uma doenca selecionada a partir de: doenca de
Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin, mieloma maltiplo,
neuroblastoma, cancro do ovario, rabdomiossarcoma,
trombocitose primaria, macroglobulinemia primédria, tumores
cerebrais primédrios, cancro, insulanoma pancredtico maligno,
carcinoide maligno, cancro da bexiga, lesdes cutdneas pré-
malignas, cancro testicular, 1linfomas, cancro da tiroide,
neuroblastoma, cancro do esdfago, cancro do trato
geniturindrio, hipercalcemia maligna, cancro do endométrio,
cancro do codHrtex super-renal, neoplasias do péncreas
enddédcrino e exdcrino, e cancro da prdstata; ou uma doenca
selecionada entre cancro do figado, cancro do cdbélon, cancro
da mama, melanoma, leucemia mieldide aguda, leucemia mieldide
crdnica, ou cancro do pulmdo de ndo-pequenas células.

Lisboa, 2013-08-14
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K-
PIX23  TGX1415 AMAIT PIKID  HCETIE  TGX286 PIK7S5 PIX90 PIKS3 PIX408 PH103  PIK124 55399

£pKs

p110a >200 61 32 >200 >200 45 0.0058 0.011 0.039 28 0.008 0023 33
p110p 42 0.13 a7 11 - 16 0.12 13 035 059 0.057 0.088 1.1 1.2
P03 0.097 0863 22 0.18 .13 1 0.51 0.058 0.12 026 0.048 0.34 0.72
P110y 50 100 100 17 67 10 0.076 0.018 0016 4.1 0.15 0.064 8.9
PI3KC2a >100 >100 >100 >100 >100 >100 ~10 0.047 -16 ~100 -1 0.14 ND
PRKC23 100 50 >100 100 >100 -100 -1 0.084 0.14 -20 0.028 0.37 ND
PRIKC2y >7100 100 50 100 >100 ND ND ND ND ND ND ND ND
haVPS3e ~50 52 >100 >100 >100 3.1 25 0.83 032 -3 23 10 =10
pusxs

PHKIx >100 >100 >100 >100 >100 >100 »>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
PiKIa >100 >100 >100 >100 »100 >100 >100 083 1.1 ~50 >100 ‘>100  >100
PRKIIY >100 >100 >100 >100 >100 >100 ~50 31 0019 >100 ~50 >100 >100
EiKg

ATR >100 >100 >100 >100 >700 >100 21 15 17 >100 0.85 2 T 20
AW >100 0 ND >160 >100 >100 23 0.61 0.49 3s 0.82 39 0.005
DNA-PX >100 1.2 027 >100 >100 ~30 0.002 a.0m3 0064 0.12 0.002 15 10,
mTORCY >100 >100 >100 >100 >700 >100 ~1 1.05 1.38 -10 0.02 9 ~20
mTORC2 >101 >100 >100 >100 >100 ND ~10 ND ND ND 0.083 ND >100
BeEKs

PHMP5KIx >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 »100 >100 >100 >100 >100
PIPSKI >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
PISPARIB >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 ND

FIG. 5
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TGX115 AMA37 PIK39 [C87114 TGX266 PIK75 PIKSO PIKS3 P1103 PIK124 KUS55933

Abl 1212 128.5 [:1-X-} 1038 100.0 97.9 103.4 886 100.8 108.1 100.3

Ab (T3151) 1412 127.4 110.5 934 1085 1216 1113 126.0 108.1 81.5 105.3
Akt1 1266 125.7 136.4 122.2 114.0 (10) 140.2 1126 108.5 848 114.0

Akt? {APH) 91.4 77.3 81.0 83.8 94.7 (10 1224 1222 123.1 93.3 118.5
Axt2 888 1150 1105 1168.5 109.7 80.7 1198.8 174 1147 114.7 98.2

Akt2 (APH) 103.4 84.4 1113 1178 117.3 95.0 108.5 110.7 1126 Q8.7 1002
AKt3 976 108.6 894.2 111.0 102.9 (2.9) 113.3 86.4 103.5 93.0 5.1
CamkKn 1114 121.9 1221 1154 118.8 119.8 118.1 1204 1278 1355 1218
CDK1/cye B 1030 1140 1155 1160 1203 616 1268 1245 1423 1107 101.2
CDK2/cyc A 105.3 9.7 105.8 102.4 103.1 {12) 100.8 28.1 8.5 104.9 7.4
Chk1 119.9 104.0 105.2 103.0 104.1 98.4 102.9 89.7 g92.3. 107.9 81.4

cK1 9.7 ©9.2 100.1 98.1 21.3 (3.0 97.8 100.2 848 104.6 94.1

CK2 103.3 108.6 98.6 1117 111.2 822 103.1 113.2 108.1 78.5 105.4

Erk1 86.7 99.3 97.6 937 89.0 77.9 8.8 98.6 920 g7.8 104.6

Erk2 107.7 102.5 1092 104.7 106.9 84.3 102.0 1032 €8.8 898.0 102.1

FAK 405.5 105.5 106.4 1101 102.8 (10) 100.0 101.8 101.8 102.8 407.3

Fymn 145.7 131.3 115.7 105.3 11413 (10) 126.1 127.2 1142 113.4 416.0

GRK2 1135 1 1.7.3 112.6 118.7 118.1 115.6 120.2 1109 1103 87.8 108.6
GSK3p 114.0 107.3 1015 1047 96.1 {4.4) 85.6 104.0 105.5 97.6 102.0
Hek 104.6, 102.2 1011 83.0 84.9 (10) 4.7 84.9 849 87.2 104.1
tnsulin R. 1084  113.4 1136 1157 1121 99.5 102.8 1098 1060  109.9 108.7
JNKia1 9.9 855 82.1 B85 g3.8 o7.8 84.2 87.2 836 96.9 99.6
JNK2at 104.8 104.8 116.7 107.1 88.1 88.1 80.5 88.1 81.0 85.7 85.7
JNK2a2 B85.4 101.6 80.8 87.7 89.3 86.2 89.1 8.5 709 89.3 895.4
IRAK4 1127 98.9 100.1 3.1 85.0 (0.9) 84.9 5.9 1056 1754 74.2
NEK2 125.2 29.1 08.6 1143 126.4 108.9 103.4 110.4 120.0 1185 108.8
PKA 1054 84.0 108.1 108.8 107.3 (10) 103.1 105.6 102.5 104.3 104.1
PKCS 103.9 104.8 1039 1048 1049 1143 100.7 103.7 1012 105.5 103.7
PKCe 108.9 111.8 1119 1141 111.5 (10) 105.2 103.4 1034 106.0 104.8
PDK1 1112 1018 874 1134 1144 110 1104 118.7. 107.5 1004 130.7
FLRT 12237 118.8 $17.4 108.6 107.8 3.7 7.8 111, 1082 gs.c e4.9

pas 1012 1028 1085  104.9 100.9 100.3 985 1029 998 1026 101.4

Src 1wy 409.0 109.6 1133 86.4 (10) 103.7 116.1 100.6 102.7 114.7

Sre (T3380) 412.8 101.3 er.9 095.7 £6.4 80.4 100.5 1115 1134 1125 113.0
WNK1 107.8 4108.0 109.6 108.0 118.3 101.1 108.6 110.0 10.4.1 103.3 104.7
Zap70 123.8 1211 1304 1105 130.0 1795 115.8 1154 177 1004 993

FIG. 6
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