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DESCRIPCION

Pirido 2,3-d pirimidinas y 4-aminopirimidinas como inhibidores de la prolifereacién celular.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a piridopirimidinas y 4-aminopirimidinas que inhiben las enzimas quinasa dependiente de
ciclina y quinasa mediada por factor de crecimiento y que, por lo tanto, son ttiles para tratar trastornos proliferativos
celulares tales como aterosclerosis, reestenosis y cancer.

Compendio de la técnica relacionada

Las quinasas del ciclo celular son enzimas naturales implicadas en la regulacién del ciclo celular (Meijer L.,
“Chemical Inhibitors of Ciclin-Dependent Kinases”, Progress in Cell Cicle Research, 1995;1:351-363). Las enzimas
tipicas incluyen las quinasas dependientes de ciclina (cdk) cdkl, cdk2, cdk4, cdk5, cdk6 y la quinasa wee-1. Se ha
demostrado que una actividad aumentada o una activacién temporalmente anémala de estas quinasas ocasiona el
desarrollo de tumores humanos y otros trastornos proliferativos tales como reestenosis. Los compuestos que inhiben
cdk, bien al bloquear la interaccién entre una ciclina y su quinasa asociada o bien al unirse a e inactivar la quinasa,
provocan la inhibicién de la proliferacion celular y son asi ttiles para tratar tumores u otras células que proliferan
anormalmente.

Varios compuestos que inhiben cdk han demostrado actividad antitumoral tanto preclinica como clinica. Por ejem-
plo, el flavopiridol es un flavonoide que se ha observado que es un potente inhibidor de varios tipos de células de
cancer de mama y pulmén (Kaur, et al., J. Natl. Cancer Inst., 1992;84:1736-1740; Int. J. Oncol., 1996;9:1143-1168).
Se ha demostrado que el compuesto inhibe cdk2 y cdk4. La olomoucina [2-(hidroxietilamino)-6-bencilamino-9-metil-
purina] es un potente inhibidor de cdk2 y cdk5 (Vesely et al., Eur. J. Biochem., 1994;224:771-786) y se ha observado
que inhibe la proliferacién de aproximadamente 60 lineas de células tumorales humanas diferentes usadas por the
National Cancer Institute (NCI) para explorar nuevas terapias para el cdncer (Abraham y otros, Biology of the Cell,
1995;83:105-120).

A pesar del progreso que se ha conseguido, contintia la bisqueda de compuestos de bajo peso molecular que tengan
biodisponibilidad oral y sean ttiles para tratar una gran diversidad de tumores humanos y otros trastornos proliferativos
tales como reestenosis y aterosclerosis.

Compendio de la invenciéon

Esta invencion proporciona piridopirimidinas y 4-aminopirimidinas que son utiles para tratar trastornos prolifera-
tivos celulares, tales como cancer, aterosclerosis, reestenosis, psoriasis y endometriosis. Se ha descubierto un grupo
de 7,8-dihidro-2-(amino y tio)-7-(oxo, tio, o imino)-pirido[2,3-d]pirimidinas y 4-aminopirimidinas que son potentes
inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (cdk). Los compuestos se sintetizan facilmente y pueden administrarse
por una diversidad de vias, incluyendo las vias oral y parenteral, y tienen poca o ninguna toxicidad. Los compuestos
de la invencién son miembros de la clase de compuestos de Férmula II:

en la que:
Wes NH, S, SO o SO,;
R! y R? incluyen alquilo, cicloalquilo, alquilo sustituido y cicloalquilo sustituido;
R?® incluye hidrégeno, alquilo y halégeno;
XesO,SoNH;

R® y R’ son independientemente hidrogeno, alquilo, alcoxi, halo, amino y similares; y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.
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Esta invencién también proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de férmula II
junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los compuestos dentro del alcance de la presente invencidn son inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina
tales como cdk?2, cdc2 y cdk4. Algunos de los compuestos de la presente invencion también inhiben las tirosina qui-
nasas mediadas por factor de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF). Como inhibidores de tirosina quina-
sas dependientes de ciclina, asi como mediadas por factor de crecimiento, los compuestos de la presente invencién
son ttiles para controlar trastornos proliferativos tales como cdncer, psoriasis, proliferacion celular del muisculo liso
vascular asociada con aterosclerosis y estenosis y reestenosis vascular post-quirdrgica en mamiferos.

Una realizacién adicional de esta invencién es un método para tratar a sujetos que padecen enfermedades provoca-
das por la proliferacion celular. El método implica inhibir la proliferacion de células tumorigénicas de origen epitelial
y la proliferacién del musculo liso vascular y/o la migracién celular, mediante la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de féormula I a un sujeto que necesita tratamiento.

Una realizacion adicional de esta invencion es un método para tratar a sujetos que padecen enfermedades provoca-
das por virus tumorales de ADN tales como herpesvirus.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha descubierto una nueva clase de compuestos que son potentes inhibidores de quinasas dependientes de ciclina
(cdk) y que son agentes ttiles para tratar sujetos que padecen enfermedades provocadas por la proliferacién celular
anormal. Los compuestos dentro del alcance de la presente invencién son inhibidores de las quinasas dependientes
de ciclina, tales como cdk2, cdc2 y cdk4. Como inhibidores de quinasas dependientes de ciclina, los compuestos de
la presente invencion son ttiles para controlar trastornos proliferativos, tales como cancer, psoriasis, proliferacion del
musculo liso vascular asociada con aterosclerosis, estenosis vascular post-quirdrgica y reestenosis en mamiferos.

Los compuestos de la invencién comprenden los de férmula II:

8 9
N XY™ ™ z
|
2 R3
nl-w’kn 1;:3 I
R2

en la que:

la linea de puntos representa un doble enlace opcional de estereoquimica trans o cis;

Wes NH, S, SO o0 SO,;

Z es COOR’, CN, CHO, CH,0OR’, CH,NHR’, CONHR’ o COR’;

R! y R? se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H,

(CH,),Ar, donde el grupo arilo se selecciona entre fenilo o naftilo, (CH,),heteroarilo, donde el grupo heteroarilo
tiene de 4 a 9 dtomos en el anillo, 1 a 4 de los cuales se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en
0O, Sy N, (CH,),heterociclo, que se refiere a un grupo cicloalquilo como se define a continuacion, que tiene al menos
un heterodtomo seleccionado entre O, S y NR,,

alquilo C;-C,

cicloalquilo C5-C,,

alquenilo C,_C,p, y

alquinilo C,-C,

dondenes0, 1,2 6 3y los grupos
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(CH,),Ar, alquilo, cicloalquilo, alquenilo y alquinilo estdn opcionalmente sustituidos con grupos de

NR*R’,

N(O)R*R?,

NR*R°R®Y,

fenilo,

fenilo sustituido con 1, 2 6 3 grupos seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C,-
C,o, alcoxi C,-C, tio, tio-alquilo C,-C,y, hidroxi, -COOR’, amino de la férmula -NR*R> y T(CH,),,QR* 0 T(CH,),,
CO,R*, dondemesde 1a8, Tes O, S, NR*, N(O)R*, NR,R°Y 0 CR*R’, Q es O, S, NR>, N(O)R® 0 NR’R®Y, hidroxi,

alcoxi C,-C,y,

fenoxi,

tiol,

tio-alquilo C,-C,,

halo,

COR?,

CO,R*,

CONR*R?,

SO,NR*R?,

SO;R?,

PO;RY,

aldehido,

nitrilo,

nitro,

heteroariloxi, donde el grupo heteroarilo es como se ha definido anteriormente,

T(CH,),,QR*, C(O)T(CH,),,QR*, NHC(O)T(CH,),,QR* 0 T(CH,),,CO,R*, donde mes de 1 a 8, T es O, S, NR*, N
(O)R*, NR*R’Y 0 CRR®, Q es O, S, NR%, N(O)R® 0 NR’R*Y

R? es H o alquilo C,-C

R* y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno,

alquilo C,-Cg

alquilo sustituido como se ha definido anteriormente

alquenilo C,-Cg,

alquinilo C,-Cs,

(CH,),Ar como se ha definido anteriormente

cicloalquilo C5-C,j,

o
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R* y R’ tomados junto con el nitrégeno al que estdn unidos forman opcionalmente un anillo que tiene de 3 a 7
atomos de carbono y dicho anillo contiene opcionalmente 1, 2 6 3 heterodtomos seleccionados entre el grupo que
consiste en

nitrégeno,

nitrégeno sustituido, donde la expresion “nitrégeno sustituido” se refiere al nitrégeno que tiene el grupo alquilo
C,-C¢ 0 (CH,),Ph, dondenes 1,2 6 3,

oxigeno, y

azufre;

R® es alquilo C,-Cy;

Y es un contraién halo;

R’ es uno de H, alquilo C;-C,, o fenilo;

R® y R? son independientemente

H,

alquilo C,-C;,

NR*R’,

N(O)R*R’,

NR*RRYY,

hidroxi,

alcoxi como se ha definido anteriormente,

tiol,

tioalquilo como se ha definido anteriormente,

halo,

COR*, CO’R*,

CONR‘R’, SO,NR*R?, SO;R*, PO;R*, CHO, CN 0 NO,;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Preferiblemente, los compuestos de férmula II tienen un doble enlace trans entre Cs y Cq, mds preferiblemente
siendo el grupo R! fenilo, y atin mds preferiblemente siendo los dos grupos R! fenilo y siendo el grupo R? alquilo o
cicloalquilo.

También se prefieren compuestos de férmula I en la que R® y R son los dos hidrégeno.

Los ejemplos de grupos NR*R? incluyen amino, metilamino, di-isopropilamino, acetilamino, propionilamino, 3-
aminopropilamino, 3-etilaminobutilamino, 3-di-n-propilamino-propilamino, 4-dietilaminobutilamino y 3-carboxipro-
pionilamino. R* y R’ pueden tomarse junto con el nitrégeno al que estdn unidos para formar un anillo que tiene de
3 a 7 d&omos de carbono y 1, 2 6 3 heterodtomos seleccionados entre el grupo que consiste en nitrégeno, nitroge-
no sustituido, oxigeno y azufre. Los ejemplos de tales grupos NR*R® ciclicos incluyen pirrolidinilo, piperazinilo, 4-
metilpiperazinilo, 4-bencilpiperazinilo, piridinilo, piperidinilo, pirazinilo, morfolinilo y similares.

A no ser que se indique expresamente otra cosa, las siguientes definiciones se cumplen a lo largo de esta descrip-
cién.

El término “alquilo” se refiere a un radical de hidrocarburo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 dtomos de
carbono (a menos que se indique otra cosa) e incluye, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-
butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, n-hexilo y similares.
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El término “hal6geno” incluye fldor, cloro, bromo y yodo.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de hidrocarburo lineales y ramificados que tienen de 2 a 6 dtomos de
carbono y un doble enlace e incluye etenilo, 3-buten-1-ilo, 2-etenilbutilo, 3-hexen-1-ilo y similares.

El término “alquinilo” se refiere a radicales de hidrocarburo lineales y ramificados que tienen de 2 a 6 atomos de
carbono y un triple enlace e incluye etinilo, 3-butin-1-ilo, propinilo, 2-butin-1-ilo, 3-pentin-1-ilo y similares.

El término “cicloalquilo” se refiere a un grupo hidrocarbilo monociclico o policiclico tal como ciclopropilo, ciclo-
heptilo, ciclooctilo, ciclodecilo, ciclobutilo, adamantilo, norpinanilo, decalinilo, norbornilo, ciclohexilo y ciclopentilo.
Tales grupos pueden estar sustituidos con grupos tales como hidroxi, ceto y similares. También se incluyen anillos en
los que 1 a 3 heterodtomos reemplazan a carbonos. Tales grupos se denominan “heterociclilo”, que significa un grupo
cicloalquilo que también tiene al menos un heterodtomo seleccionado entre O, S o NR,, siendo ejemplos oxiranilo,
pirrolidinilo, piperidilo, tetrahidropirano y morfolina.

El término “alcoxi” se refiere a los grupos alquilo mencionados anteriormente unidos a través de oxigeno, cuyos
ejemplos incluyen metoxi, etoxi, isopropoxi, terc-butoxi y similares. Ademads, alcoxi se refiere a poliéteres como
-O-(CH,),-O-OH; y similares.

Los grupos “alcanoilo” son grupos alquilo unidos a través de un grupo carbonilo, es decir, C,-Cs-C(O)-. Estos
grupos incluyen formilo, acetilo, propionilo, butirilo e isobutirilo.

El término “acilo” se refiere a un grupo alquilo o arilo (Ar) unido a través de un grupo carbonilo, es decir, R-C
(O)-. Por ejemplo, acilo incluye un alcanoilo C,-Cg, incluyendo alcanoilo sustituido, en el que la porcién alquilo puede
estar sustituida con NR*R® o un grupo carboxilico o heterociclico. Los grupos acilo tipicos incluyen acetilo, benzoilo
y similares.

Los grupos alquilo, alquenilo, alcoxi y alquinilo descritos anteriormente estdn opcionalmente sustituidos, prefe-
riblemente con 1 a 3 grupos seleccionados entre NR*R’, fenilo, fenilo sustituido, tio-alquilo C,-Cg, alcoxi C,-Cs,
hidroxi, carboxi, alcoxicarbonilo C,-C, halo, nitrilo, cicloalquilo y un anillo carbociclico o un anillo heterociclico de
5 6 6 miembros que tiene 1 6 2 heterodtomos seleccionados entre nitrégeno, nitrégeno sustituido, oxigeno y azufre.
La expresion “nitrégeno sustituido” significa que el nitrégeno tiene el grupo alquilo C,-C¢ 0 (CH,),Ph, donde n es 1,
2 6 3. También estd comprendida la sustitucién perhalo y polihalo.

Los ejemplos de grupos alquilo sustituido incluyen 2-aminoetilo, pentacloroetilo, trifluorometilo, 2-dietilaminoe-
tilo, 2-dimetilaminopropilo, etoxicarbonilmetilo, 3-fenilbutilo, metanilsulfanilmetilo, metoximetilo, 3-hidroxipentilo,
2-carboxibutilo, 4-clorobutilo, 3-ciclopropilpropilo, pentafluoroetilo, 3-morfolinopropilo, piperazinilmetilo y 2-(4-me-
tilpiperazinil)etilo.

Los ejemplos de grupos alquinilo sustituidos incluyen 2-metoxietinilo, 2-etilsulfanyetinilo, 4-(1-piperazinil)-3-
(butinilo), 3-fenil-5-hexinilo, 3-dietilamino-3-butinilo, 4-cloro-3-butinilo, 4-ciclobutil-4-hexenilo y similares.

Los grupos alcoxi sustituidos tipicos incluyen aminometoxi, trifluorometoxi, 2-dietilaminoetoxi, 2-etoxicarbonile-
toxi, 3-hidroxipropoxi, 6-carboxhexiloxi y similares.

Ademads, los ejemplos de grupos alquilo, alquenilo y alquinilo sustituidos incluyen dimetilaminometilo, carboxi-
metilo, 4-dimetilamino-3-buten-1-ilo, 5-etilmetilamino-3-pentin-1-ilo, 4-morfolinobutilo, 4-tetrahidropirimidilbutilo,
3-imidazolidin-1-ilpropilo, 4-tetrahidrotiazol-3-ilbutilo, fenilmetilo, 3-clorofenilmetilo y similares.

Los términos Ar y arilo se refieren a grupos aromaticos no sustituidos y sustituidos. Los grupos heteroarilo tienen
de 4 a9 atomos en el anillo, 1 a 4 de los cuales se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en O, S 'y
N. Los grupos heteroarilo preferidos tienen 1 ¢ 2 heterodtomos en un anillo aromdtico de 5 6 6 miembros. Se incluyen
sistemas de anillos aromdticos mono- y bi-ciclicos en la definicién de arilo y heteroarilo. Los grupos arilo y heteroarilo
tipicos incluyen fenilo, 3-clorofenilo, 2,6-dibromofenilo, piridilo, 3-metilpiridilo, benzotienilo, 2,4,6-tribromofenilo,
4-etilbenzotienilo, furanilo, 3,4-dietilfuranilo, naftilo, 4,7-dicloronaftilo, pirrol, pirazol, imidazol, tiazol y similares.

Los grupos Ar preferidos son fenilo y fenilo sustituido con 1, 2 6 3 grupos seleccionados independientemente entre
el grupo que consiste en alquilo, alcoxi, tio, tioalquilo, hidroxi, -COOR’, amino de la férmula -NR*R® y T(CH,),,
QR*, 0 T(CH,),,CO,R*, donde mes de 1 a 6, T es O, S, NR*, N(O)R*, NR*R°Y o CR*R?, Q es O, S, NR’>, N(O)R?
0 NR’R%Y, donde R* y R® son como se han descrito anteriormente, y R’ es alquilo o alquilo sustituido, por ejemplo,
metilo, tricloroetilo, difenilmetilo y similares. Los grupos alquilo y alcoxi pueden estar sustituidos como se ha definido
anteriormente. Por ejemplo, grupos tipicos son carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo, hidroxialquilo, hidroxialcoxi y
alcoxialquilo.

Los compuestos de la presente invencién pueden existir en formas no solvatadas asi como en formas solvatadas,
incluyendo formas hidratadas. En general, las formas solvatadas, incluyendo las formas hidratadas, son equivalentes a
las formas no solvatadas y se pretende que estén englobadas dentro del alcance de la presente invencion.
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Los compuestos de férmula II pueden formar adicionalmente formulaciones farmacéuticamente aceptables que
comprenden sales, incluyendo, pero sin limitacion, sales de adicién de 4cidos y/o bases, disolventes y N-6xidos de
un compuesto de férmula II. Esta invencién también proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de férmula II junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable del mismo. Todas
estas formas estdn dentro de la presente invencion.

Las sales de adicion de 4cidos farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula IT incluyen sales deriva-
das de 4cidos inorgéanicos tales como 4cido clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfiirico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso
y similares, asi como las sales derivadas de dcidos orgdnicos, tales como dcidos alifaticos mono- y di-carboxilicos,
acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxialcanoicos, acidos alcanodioicos, dcidos aromaticos, acidos
sulfénicos alifaticos y aromadticos, etc. Por lo tanto, tales sales incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito,
nitrato, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, aceta-
to, propionato, caprilato, isobutirato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, mandelato,
benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, ftalato, bencenosulfonato, toluenosulfonato, fenilacetato, ci-
trato, lactato, maleato, tartrato, metanosulfonato y similares. También se contemplan las sales de aminodcidos tales
como arginato, gluconato, galacturonato y similares; véase, por ejemplo, Berge y otros, “Pharmaceutical Salts,” J. of
Pharmaceutical Science, 1977;66:1-19.

Las sales de adicién de 4cidos de los compuestos bédsicos se preparan poniendo en contacto la forma de base libre
con una cantidad suficiente del dcido deseado para producir la sal de manera convencional. La forma de base libre
puede regenerarse poniendo en contacto la forma salina con una base y aislando la base libre de manera convencional.
Las formas de base libre difieren algo de sus respectivas formas salinas en ciertas propiedades fisicas, tales como la
solubilidad en disolventes polares, pero por lo demads las sales son equivalentes a sus respectivas bases libres para los
fines de la presente invencion.

Las sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables estdn formadas con metales o aminas, tales como
hidréxidos de metales alcalinos y alcalinotérreos, o de aminas organicas. Ejemplos de metales utilizados como catio-
nes son sodio, potasio, magnesio, calcio y similares. Ejemplos de aminas adecuadas son N,N’-dibenciletilendiamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina; véase, por ejemplo, Berge y otros,
anteriormente.

Las sales de adicion de bases de los compuestos dcidos se preparan poniendo en contacto la forma de dcido libre
con una cantidad suficiente de la base deseada para producir la sal de la manera convencional. La forma de 4cido libre
se puede regenerar poniendo en contacto la forma salina con un 4cido y aislando el 4cido libre de manera convencional.
Las formas de 4cido libre difieren algo de sus respectivas formas salinas en ciertas propiedades fisicas, tales como la
solubilidad en disolventes polares, pero por lo demads las sales son equivalentes a sus respectivos acidos libres para los
fines de la presente invencion.

Los compuestos de la presente invencion son ttiles para tratar un céncer (por ejemplo, leucemia y cancer de pul-
mén, mama, préstata y piel, tal como melanoma) y otras enfermedades proliferativas incluyendo, pero sin limitacion,
psoriasis, HSV, VIH, reestenosis y aterosclerosis. Para utilizar un compuesto de la presente invencién para tratar un
céncer, a un paciente que tiene cancer se le administra una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién
farmacéuticamente aceptable que comprende un compuesto de la invencion.

Una realizacién adicional de esta invencién es un método para tratar sujetos que padecen enfermedades provocadas
por la proliferacién de células del musculo liso vascular. Los compuestos dentro del alcance de la presente invencién
inhiben eficazmente la proliferacion y la migraciéon de células del musculo liso vascular. EI método implica inhibir
la proliferacién y/o la migracién del musculo liso vascular mediante la administracién de una cantidad eficaz de un
compuesto de férmula II a un sujeto que necesita tratamiento.

Los compuestos de la presente invencién se pueden formular y administrar en una amplia variedad de formas
farmacéuticas orales y parenterales, incluyendo la administracion transdérmica y rectal. Serd reconocible por los es-
pecialistas en la técnica que las siguientes formas farmacéuticas pueden comprender como componente activo, o bien
un compuesto de la férmula IT o una sal o solvato correspondientes farmacéuticamente aceptables de un compuesto de
la férmula II.

Una realizacién adicional de esta invencién es una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula II junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable del mismo. Para preparar com-
posiciones farmacéuticas con los compuestos de la presente invencidn, los vehiculos farmacéuticamente aceptables
pueden ser bien sélidos o bien liquidos. Las preparaciones en forma sélida incluyen polvos, comprimidos, pildoras,
cépsulas, capsulas planas, supositorios y granulos dispersables. Un vehiculo sélido puede ser una o mds sustancias
que también pueden actuar como diluyentes, agentes aromatizantes, aglutinantes, conservantes, agentes disgregantes
de comprimidos o un material de encapsulacion.

En los polvos, el vehiculo es un sélido finamente dividido tal como talco o almidén que estd en una mezcla con el
componente activo finamente dividido. En los comprimidos, el componente activo se mezcla con el vehiculo que tiene
las necesarias propiedades de aglutinacién en proporciones adecuadas y se compacta en la forma y tamafio deseado.
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Las formulaciones de esta invencién contienen preferiblemente de aproximadamente 5% a aproximadamente 70%
o més del compuesto activo. Los vehiculos adecuados incluyen carbonato de magnesio, estearato de magnesio, talco,
azucar, lactosa, pectina, dextrina, almidén, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica, una cera de
bajo punto de fusién, manteca de cacao y similares. Una forma preferida para el uso oral son las cdpsulas, que incluyen
la formulacién del compuesto activo con un material de encapsulaciéon como vehiculo que proporciona una ciapsula en
la que el componente activo, con o sin otros vehiculos, estd rodeado por un vehiculo que esté asi en asociacion con él.
De forma similar, estan incluidas las cdpsulas planas y las pastillas para chupar. Los comprimidos, polvos, capsulas,
pildoras, capsulas planas y pastillas para chupar pueden utilizarse como formas de dosificacion sélidas adecuadas para
la administracién oral.

Para preparar supositorios, se funde en primer lugar una cera de bajo punto de fusidn, tal como una mezcla de
glicéridos de 4cido graso o manteca de cacao y se dispersa en la misma el componente activo homogéneamente, por
ejemplo mediante agitacién. La mezcla homogénea fundida se vierte a continuacion en moldes de tamafio conveniente,
se deja enfriar y de esta manera solidifica.

Las preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, tales como soluciones en
agua o agua/propilenglicol. Para la inyeccion parenteral, las preparaciones liquidas pueden formularse en solucién en
una solucién acuosa de polietilenglicol, solucidén salina isoténica, glucosa acuosa al 5% y similares. Las soluciones
acuosas adecuadas para uso oral se pueden preparar al disolver el componente activo en agua y afiadir colorantes,
sabores, agentes estabilizantes y espesantes adecuados segin se desee. Las suspensiones acuosas adecuadas para
uso oral pueden elaborarse al dispersar el componente activo finamente dividido en agua y mezclar con un material
viscoso, tal como gomas naturales o sintéticas, resinas, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sdédica y otros agentes de
suspensién bien conocidos.

También se incluyen preparaciones en forma sélida que estin previstas para convertirse, inmediatamente antes de
su uso, en preparaciones en forma liquida para la administracién oral. Estas formas liquidas incluyen disoluciones,
suspensiones, y emulsiones. Estas preparaciones pueden contener, ademds del componente activo, colorantes, sabores,
estabilizantes, tampones, edulcorantes sintéticos y naturales, dispersantes, espesantes, agentes solubilizantes y simila-
res. Pueden utilizarse ceras, polimeros, microparticulas y similares para preparar formas de dosificacién de liberacién
sostenida. Ademds, pueden emplearse bombas osmdticas para aportar el compuesto activo uniformemente a lo largo
de un periodo prolongado.

Las preparaciones farmacéuticas de la invencidn estdn preferiblemente en forma de dosificacién unitaria. En dicha
forma, la preparacion se subdivide en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del componente activo.
La forma de dosificaciéon unitaria puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades discretas
de la preparacion, tales como comprimidos envasados, cdpsulas y polvos en viales o ampollas. Ademas, la forma de
dosificacién unitaria puede ser una cdpsula, comprimido, cdpsula plana o pastilla para chupar en si mismos, o puede
ser un nimero apropiado de una cualquiera de estas formas envasadas.

La dosis terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula II serd generalmente de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal al dia. Las dosis tipicas para adultos serdn de aproximadamente 50
mg a aproximadamente 800 mg al dia. La cantidad de componente activo en una preparacién de dosis unitaria puede
variarse o ajustarse de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 500 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,5
mg a 100 mg, de acuerdo con la aplicacién particular y la potencia del componente activo. Si se desea, la composicién
también puede contener otros agentes terapéuticos compatibles. A un sujeto que necesite tratamiento con un compuesto
de férmula I y/o II se le administra una dosificacién de aproximadamente 1 a aproximadamente 500 al dia, de forma
individual o en multiples dosis durante un periodo de 24 horas.

Los compuestos de la presente invencion pueden unirse a e inhibir la actividad de proteinas que tienen la capacidad
de fosforilar otras proteinas, tales como cdk, PDGFr, FGFr, c-src y EGFr-FL. Las cdk forman complejos con ciclinas,
y estos complejos fosforilan proteinas clave que permiten a las células progresar a lo largo del ciclo celular (Meijer
L., Progress in Cell Cicle. Research, 1995;1:351-363). Los compuestos de esta invencién inhiben esta fosforilacién
y por lo tanto pueden usarse como agentes antiproliferativos para el tratamiento de cdncer y/o reestenosis y otras
enfermedades proliferativas.

Debido a su actividad contra cdks y otras quinasas, los compuestos de la presente invencién también son herra-
mientas de investigacién utiles para estudiar el mecanismo de accién de esas quinasas, tanto in vitro como in vivo.

Aunque las formas de la invencién en la presente memoria constituyen realizaciones actualmente preferidas, son
posibles muchas otras. No se pretende en la presente memoria mencionar todas las posibles formas equivalentes o
ramificaciones de la invencién. Se entiende que los términos usados en la presente memoria son meramente descripti-
vos en vez de limitantes, y los especialistas en la técnica apreciardn que esos diversos cambios pueden realizarse sin
apartarse del espiritu o el alcance de la invencion.

Los siguientes compuestos ilustran realizaciones especificas proporcionadas por la presente invencién, y los com-
puestos que se indican a continuacién estan entre las realizaciones preferidas.
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Los compuestos de férmula II pueden prepararse de acuerdo con las sintesis expuestas en los Esquemas 1 a 9,
infra. Aunque estos esquemas a menudo indican estructuras exactas, los especialistas en la técnica apreciardn que
los métodos se aplican ampliamente a compuestos andlogos de férmula II, prestando la consideracién apropiada a la
proteccion y desproteccion de grupos funcionales reactivos por métodos convencionales para la técnica de la quimica
orgdnica. Por ejemplo, los grupos hidroxi, para evitar reacciones secundarias no deseadas, generalmente necesitan
convertirse en éteres o ésteres durante las reacciones quimicas en otros sitios de la molécula. El grupo protector de
hidroxi se retira ficilmente para proporcionar el grupo hidroxi libre. Los grupos amino y los grupos 4cido carboxilico
se derivan de forma similar parar protegerlos contra reacciones secundarias no deseadas. Los grupos protectores tipicos
y métodos para unirlos y escindirlos se describen completamente por Greene y Wuts en Protective Groups In Organic
Synthesis, John Wiley y Sons, Nueva York, (2* Ed., 1991), y McOmie, Protective Groups in Organic Chemistry, Pleura
Press, Nueva York, 1973.

El Esquema 1 describe un método tipico para la preparacién de las pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas. La sintesis
comienza con el éster etilico del dcido 4-cloro-2-metiltio-pirimidina-5-carboxilico disponible en el mercado (Aldrich).
El desplazamiento del grupo 4-cloro con una amina en un disolvente tal como tetrahidrofurano en presencia o ausen-
cia de una amina terciaria, tal como trietilamina, proporciona el éster etilico del dcido 4-amino-2-metiltio-pirimidina-
S-carboxilico correspondiente. La amina usada puede ser anhidra o estar en una solucién acuosa, como con metil-
o etil-amina. El uso de hidréxido aménico acuoso proporciona la amina primaria correspondiente en la posicion 4.
La oxidacién del grupo metiltio con un oxidante tal como una oxaziridina en un disolvente tal como cloroformo a
temperatura ambiente proporciona el derivado de sulféxido de metilo. El desplazamiento del sulf6xido con una amina
da como resultado la formacién del éster etilico del 4cido 2,4-diamino-pirimidina-5-carboxilico correspondiente. La
temperatura requerida para el desplazamiento depende de la amina usada. Las aminas aromaticas, secundarias y tercia-
rias requieren habitualmente temperaturas superiores que las aminas alifaticas primarias o las bencilaminas. Cuando
se usan aminas aromaticas, tales como anilina, la reaccion se realiza normalmente con la amina como disolvente a
temperaturas elevadas. El grupo éster se reduce secuencialmente para dar el alcohol, preferiblemente con hidruro de
litio y aluminio en tetrahidrofurano, y después se oxida para dar el aldehido. Aunque puede usarse dicromato sédico
como oxidante, se obtienen resultados superiores con 6xido de manganeso II en cloroformo.

Los 2,4-di-amino-pirimidina-5-carboxaldehidos pueden hacerse reaccionar con un fosforano estabilizado, un éster
de fosfonato en presencia de una base, o cualquier reactivo de Wittig o Horner-Emmons alternativo para proporcio-
nar el éster insaturado correspondiente. El doble enlace resultante puede ser trans, cis o una mezcla de los dos. Por
ejemplo, la reaccién de un 2,4-diamino-pirimidina-5-carboxaldehido con una cantidad en exceso del fosforano es-
tabilizado (carbetoximetileno)trifenilfosforano en tetrahidrofurano a la temperatura de reflujo da, principalmente, o
en algunos casos exclusivamente, el éster etilico insaturado trans. Después del tratamiento con una base, se produce
el cierre del anillo para dar la pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ona deseada. Esta reaccion puede realizarse usando una
amina terciaria, tal como trietilamina o, preferiblemente, N,N-diisopropiletilamina como disolvente, con la presencia
de 1 a 10 equivalentes de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno. La reaccién se realiza a temperatura elevada y nor-
malmente se completa en 2 a 24 horas. Como alternativa, el 2,4-diamino-pirimidina-5-carboxaldehido puede hacerse
reaccionar con un éster de fosfonato, tal como bis(2,2,2-trifluoroetil)(metoxicarbonil-metil)-fosfonato, usando una
base fuertemente disociada (Tetrahedron Lett., 1983:4405) para dar principalmente, si no exclusivamente, el éster in-
saturado cis. Después del tratamiento con una base en las condiciones analizadas previamente, se produce el cierre del
anillo.

(Esquema pasa a pigina siguiente)
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El Esquema 2 representa la preparacién de pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas en las que R* es H. La secuencia
de reacciones es la misma que en el Esquema 1, donde la etapa inicial usa hidréxido de amonio para dar la amino
pirimidina 4-primaria. Las pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas resultantes en las que R? es igual a H pueden alquilarse
en la posicién 8 por tratamiento con una base tal como hidruro sédico en un disolvente tal como dimetilformamida
o tetrahidrofurano a temperaturas que varian de 40°C a la temperatura de reflujo, proporcionando de esta manera las
pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas correspondientes en las que R? es distinto de H. La ventaja de la ruta mostrada en
el Esquema 2 es que permite la preparacion de diversos andlogos de R? a partir de un intermedio comiin. El aldehido
requerido también puede obtenerse por reduccién del nitrilo correspondiente (J. Org. Chem., 1960;82:5711) con un
agente reductor, preferiblemente hidruro de diisobutilaluminio.
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En el Esquema 3 se muestra una ruta que permite la preparacion de varios andlogos con diversos grupos R' a partir
de un intermedio comun. La etapa inicial es la misma que en el Esquema 1, pero en lugar de oxidar el grupo metiltio, el
éster se reduce secuencialmente y después se oxida usando las condiciones descritas en el Esquema 1 para proporcionar
el 2-metiltio-4-amino-pirimidina-5-carboxaldehido correspondiente. Este aldehido se convierte en el éster insaturado
correspondiente usando las condiciones descritas en el Esquema 1. El grupo metiltio puede desplazarse directamente
con alquilaminas primarias para dar las pirido[2,3-d]pirimidin-7-(8H)-onas de la invencién en las que R' es H o un
grupo alquilo primario. El grupo metiltio también puede convertirse en el sulféxido correspondiente por tratamiento
con un agente de oxidacion, preferiblemente una oxaziridina, en un disolvente tal como cloroformo a temperatura
ambiente. Como alternativa, puede usarse en exceso un agente de oxidacidn, tal como dcido m-cloroperbenzoico,
para convertir el derivado de metiltio en la metilsulfona correspondiente. Después del tratamiento de estos derivados
oxidados con una amina, normalmente con varios equivalentes de la amina a temperaturas elevadas en el caso de
aminas aromdticas o terciarias, se obtienen pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas con diversos grupos R'. En algunos
casos, puede usarse un disolvente tal como tetrahidrofurano o dimetilsulféxido.

11
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Esquema 3
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La ruta més convergente para los compuestos de la invencién en los que X es O es mediante la sintesis de 2-
metanosulfanil-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona que se representa en el Esquema 4. Este intermedio clave se prepara
por los métodos analizados en los esquemas anteriores y se convierte en los compuestos de la invencion por 2 rutas,
que se muestran en el Esquema 5. En primer lugar, el grupo metiltio se convierte en un grupo amino, en algunos
casos mediante un intermedio oxidado. Después, estos derivados se alquilan en N8 para dar los compuestos deseados.
Como alternativa, la 2-metanosulfanil-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona se alquila primero en N8 y después, el grupo
metiltio, o un derivado oxidado, se desplaza por una amina.

(Esquema pasa a pigina siguiente)
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El Esquema 6 describe un método tipico para la preparacién de las pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-iminas (X =
NH). La sintesis comienza con el 2,4-diamino-pirimidina-5-carboxaldehido descrito previamente en el Esquema 1.
La reaccién con cianometilfosfonato de dietilo en presencia de una base, tal como hidruro sédico, en un disolvente,
tal como tetrahidrofurano, proporciona el nitrilo insaturado correspondiente. Después, este nitrilo se cicla para dar
la pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-imina en las mismas condiciones usadas para preparar las pirido[2,3-d]pirimidin-7
(8H)-onas del Esquema 1. Como alternativa, el pirimidina-5-carboxaldehido puede contener un grupo metiltio en C,.
Después de la formacion del nitrilo insaturado seguido del cierre del anillo, el grupo metiltio de C, puede convertirse
en un grupo amino por la metodologia mencionada anteriormente. Las pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-iminas también
pueden convertirse en las pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas por hidrdlisis directa con un dcido concentrado, tal como
dcido clorhidrico, a temperaturas elevadas. También puede usarse un método mds moderado en el que la imina se acila
primero con anhidrido acético. La hidrélisis de este intermedio de acilo para dar la 7-ona se realiza durante un tiempo
de reaccién més corto y a temperaturas de reaccién inferiores.
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Esquema 6
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Como se muestra en el Esquema 7, los compuestos en los que no existe doble enlace entre Cs y C4 pueden prepa-
rarse por reduccién directa del doble enlace para los casos en los que X es O. Como alternativa, una ruta mas preferida
es reducir el doble enlace del precursor éster insaturado. Esto puede realizarse con un catalizador de metal, tal como
paladio, en presencia de hidrogeno a presion. Después, este éster saturado se cicla usando las condiciones analizadas
anteriormente. Debido a la propensién de la imina o del grupo nitrilo a reducirse en las condiciones usadas para reducir
el doble enlace carbono-carbono, se requiere una ruta diferente para preparar los compuestos de la invencioén sin un
doble enlace en Cs-C¢ para los casos en los que X es NH. El éster saturado se hidroliza para dar el dcido y después
se convierte en la amida primaria, por activacién del carboxilato con un cloruro de dcido o N,N-carbonildiimidazol,
seguido de tratamiento con gas amoniaco o hidréxido de amonio acuoso. La amida primaria se deshidrata para dar el
nitrilo correspondiente con un reactivo, tal como pentadxido de fésforo. Después, este nitrilo saturado se cicla usando
las condiciones descritas previamente.
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Esquema 7
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Debe apreciarse que aunque las rutas representadas en los esquemas anteriores muestran la preparacién de las
pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-onas en las que R* es H, estas rutas pueden modificarse ficilmente para preparar com-
puestos en los que R? es alquilo inferior, como se muestra en el Esquema 8. El tratamiento con una base proporciona
compuestos de la invencién en los que X es O y R? es alquilo inferior. Como alternativa, estas mismas reacciones pue-
den realizarse sobre el 2-metiltio-4-amino-pirimidina 5-carboxaldehido y, después de la ciclacion, el grupo 2-metiltio
puede convertirse en la amina correspondiente. L.a modificacion adecuada del Esquema 6 conducird a la preparacién
de las pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-iminas en las que R? es alquilo inferior.

NHR2
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le_l/k N NHR2 RINH N NHR?
3
base NT RN i
i Z
RN NT N7 o
R
COOR’
CHO g .
N] A PhyP=CR’COOR’ NTS r?
)\ “ 2 . /”\ z
MeS” N7 SNHR MeS” N NHR?
&3
isomerizacion % COOR7
o

MeS N N HR2

R3
base NS
—

P

MeS N N 0
R2

Otras 2,4-diaminopirimidinas de la invencién pueden prepararse como se muestra en el Esquema 9. Por ejemplo,
los andlogos en los que Z es CH,OH se preparan por reduccién del éster con un agente reductor, tal como un exceso
de hidruro de diisobutilaluminio en un disolvente, tal como tetrahidrofurano o cloroformo. La posterior oxidacién con
un agente de oxidacién, tal como 6xido de manganeso, o en condiciones de Swern, proporciona el compuesto en el
que Z es CHO. Los compuestos en los que Z es COOR” 0 CONHR’ pueden obtenerse a partir del compuesto en el que
Z es COOH. La activacion del carboxilato con un cloruro de dcido o 1,1-carbonildiimidazol, seguido de la adicién de
un alcohol de férmula R7OH o una amina de férmula R’NH,, proporcionard los compuestos en los que Z es COOR” y
CONHR’, respectivamente.
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Esquema 9
COOEt H,0H
R = reduccnén N N =
! v
oxidacion NTX NG CHO
P
o
RINg”™ N7 g2
COOEt DX
/i\v hldrthIS /I\

RlNH)\ R1 NHR?
activacién del carboxilato N COOR’
2 R0H N Nl \

rRIN N NHR?
N X3 COOH 1) activacion del carboxilato
7
HA P 2)R NH2 -
RIN N” “NpR? g
ONHR/
N XY R

F/’\ _
RIN N NHR?2

Los siguientes ejemplos son Unicamente para propdsitos ilustrativos y no pretenden ser, ni deben interpretarse
como, limitantes de la invencién de ninguna manera. Los especialistas en la técnica apreciardn que pueden realizarse
variaciones y modificaciones sin violar el espiritu o el alcance de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1
Ester etilico del dcido 4-etilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico

A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico del dcido 4-cloro-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico
(10,00 g, 43,10 mmol) en 150 ml de tetrahidrofurano se le afiadi trietilamina (18,5 ml, 133 mmol) seguido de 9 ml de
una solucién acuosa al 70% de etilamina. La solucién se agité durante 30 minutos, después se concentré al vacio y se
reparti6 entre cloroformo y bicarbonato sédico acuoso saturado. La capa orgénica se secd sobre sulfato de magnesio, se
filtré y se concentré para proporcionar 9,32 g (90%) de éster etilico del 4cido 4-etilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-
S-carboxilico en forma de un aceite.
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Andlisis calculado para CyH;5sN;0,S:

C,49,77, H, 6,27; N, 17,41.
Encontrado: C, 49,77; H, 6,24; N, 17,30.

Ejemplo 2
(4-Etilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol

Una solucién de éster etilico del 4cido 4-etilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico (8,93 g, 37,1 mmol)
en 100 ml de tetrahidrofurano se afiadié gota a gota a una suspensién a temperatura ambiente de hidruro de litio
y aluminio (2,30 g, 60,5 mmol) en 100 ml de tetrahidrofurano. Después de 10 minutos, la reaccién se interrumpié
cuidadosamente con 4,5 ml de agua, 4,5 ml de NaOH al 15% y 16 ml més de agua y la mezcla se agité durante 1,5
horas. El precipitado de color blanco se retird por filtracién, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentré al
vacio y se afiadié 1:1 de hexano:acetato de etilo. Los sélidos se recogieron para dar 6,77 g (92%) de (4-etilamino-2-
metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 152-156°C.

Andlisis calculado para CgH3N;0S:

C, 48,22; H, 6,58; N, 21,09.
Encontrado: C, 48,14; H, 6,61; N, 20,85.

Ejemplo 3
4-Etilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido

A (4-etilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol (6,44 g, 32,4 mmol) en 600 ml de cloroformo se le afiadi6
6xido de manganeso (21,0 g, 241 mmol). La suspensién se agité a temperatura ambiente durante 2 horas y se afiadieron
5,5 g mas de 6xido de manganeso. La agitacién se continué durante 4,5 horas. La mezcla se filtré a través de celite,
lavando con cloroformo. El filtrado se concentré al vacio para dar 6,25 g (97%) de 4-etilamino-2-metanosulfanil-
pirimidina-5-carboxaldehido, p.f. 58-61°C.

Andlisis calculado para CgH,;N;OS:

C,48,71; H, 5,62; N, 21,30.
Encontrado: C, 48,62; H, 5,60; N, 21,28.

Ejemplo 4
Ester etilico del dcido 4-etilamino-2-metanosulfinil-pirimidina-5-carboxilico

A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico de 4-etilamino-2-metanosulfanil-5-pirimidinacarboxilato
(2,011 g, 8,34 mmol) en 70 ml de cloroformo se le afladi6 (+)-trans-2-(fenilsulfonil)-3-feniloxaziridina (2,70 g, 10,34
mmol). La solucién se agité a temperatura ambiente durante 7 horas y después se concentré al vacio. El residuo se
purificé por cromatografia ultrarrdpida, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo a metanol al 3% en acetato de
etilo, para proporcionar 2,07 g (97%) de éster etilico del 4cido 4-etilamino-2-metanosulfinil-pirimidina-5-carboxilico,
p.f. 54-56°C.

Andlisis calculado para C,,H;sN;0;S:

C, 46,68; H, 5,88; N, 16,33.
Encontrado: C, 46,56; H, 5,68; N, 16,23.

Ejemplo 5
Ester etilico del dcido 4-etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxilico

Una solucién de éster etilico del dcido 4-etilamino-2-metanosulfinil-pirimidina-5-carboxilico (5,38 g, 20,9 mmol)
en 4 ml de anilina se calent6 a 130°C durante 1 hora. La solucién se enfri6 a temperatura ambiente y se afiadieron 20

ml de 1:1 de hexano:acetato de etilo. El sélido de color blanco resultante se recogi6 por filtracion para dar 1,96 g (33%)
del producto del titulo. El filtrado se concentrd al vacio y se purificé por cromatografia ultrarrapida eluyendo con 3:1
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de hexano:acetato de etilo para proporcionar 257 mg mas (4%) de éster etilico del dcido 4-etilamino-2-fenilamino-
pirimidina-5-carboxilico puro, p.f. 145-147°C.

Andlisis calculado para C;sH;sN,O,:

C,62,92; H, 6,34; N, 19,57.
Encontrado: C, 62,83; H, 6,24; N, 19,50.

Ejemplo 6
(4-Etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-metanol

Una solucién de éster etilico del dcido 4-etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxilico (109 mg, 0,38 mmol) en
6 ml de tetrahidrofurano se afiadié gota a gota a una suspension a temperatura ambiente de hidruro de litio y aluminio
(35 mg, 0,92 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano. Después de 25 minutos, se afiadieron 30 mg mds de hidruro de litio
y aluminio y la agitacién se continué durante 30 minutos. La reaccién se interrumpié cuidadosamente con 120 ul
de agua, 200 I de NaOH al 15% y 300 ul mas de agua. Después de agitar durante 1 hora, el precipitado de color
blanco se retird por filtracion, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentré al vacio y el material bruto se
purific6 por cromatografia ultrarrdpida eluyendo con acetato de etilo para proporcionar 36 mg (39%) de (4-etilamino-
2-fenilamino-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 174-176°C.

Andlisis calculado para C;3H;sN,O:

C, 63,92; H, 6,60; N, 22,93.
Encontrado: C, 63,97; H, 6,58; N, 22,79.

Ejemplo 7
4-Etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido

A una solucién de (4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-metanol (173 mg, 0,71 mmol) en 15 ml de cloroformo
se le afiadi6 6xido de manganeso (600 mg, 6,89 mmol). Después de agitar a temperatura ambiente durante una noche,
la mezcla se filtré a través de una capa de celite, lavando con cloroformo. El filtrado se concentré al vacio para dar 170
mg (99%) de 4-etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido, p.f. 155-157°C.

Andlisis calculado para C;3H4N,O:

C, 64,45; H, 5,82; N, 23,12.
Encontrado: C, 64,31; H, 6,01; N, 22,98.

Ejemplo 8
Ester etilico del dcido 4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico

A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico del 4cido 4-cloro-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxili-
co (18,66 g, 80,4 mmol) en 260 ml de tetrahidrofurano se le afadi6 trietilamina (34 ml, 244 mmol) seguido de 30 ml
de una solucién acuosa al 40% de metilamina. La solucion se agité durante 30 minutos, después se concentré al vacio
y se repartié entre cloroformo y bicarbonato sédico acuoso saturado. La capa organica se lavé con salmuera, se seco
sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentré para proporcionar un sélido de color blanco. El sélido se suspen-
dié en hexano y se filtr6 para proporcionar 14,70 g (81%) de éster etilico del dcido 4-metilamino-2-metanosulfanil-
pirimidina-5-carboxilico, p.f. 91-93°C. PA. segtin las referencias bibliograficas 93-94°C: J. Org. Chem., 1960:2137.

Andlisis calculado para CoH3N50,S:

C, 47,56, H, 5,76; N, 18,49.
Encontrado: C, 47,93; H, 5,67; N, 18,58.
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Ejemplo 9
(4-Metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol

Una solucién de éster etilico del 4cido 4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico (4,36 g, 19,3
mmol) en 60 ml de tetrahidrofurano se afiadié gota a gota a una suspension a temperatura ambiente de hidruro de
litio y aluminio (1,10 g, 29,0 mmol) en 40 ml de tetrahidrofurano. Después de 10 minutos, la reaccién se interrumpié
cuidadosamente con 2 ml de agua, 2 ml de NaOH al 15% y 7 ml de agua y la mezcla se agit6 durante 1 hora. El
precipitado de color blanco se retiré por filtracion, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentré al vacio y
se afiadieron 25 ml de 3:1 de hexano:acetato de etilo. Los sé6lidos se recogieron para dar 2,99 g (84%) de (4-metila-
mino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 155-157°C. PA. segun las referencias bibliograficas 157-159°C: J.
Chem. Soc., 1968:733.

Andlisis calculado para C;H;;N;OS:

C, 45,39; H, 5,99; N, 22,68.
Encontrado C, 45,42; H, 5,93; N, 22,42.

Ejemplo 10
4-Metilamino-2-metanosulfanil-pirimidina5-carboxaldehido

A (4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol (5,78 g, 31,2 mmol) en 600 ml de cloroformo se le
afiadié 6xido de manganeso (25,0 g, 286 mmol). La suspension se agité a temperatura ambiente durante 6 horas y
después se filtrd a través de celite, lavando con 300 ml de cloroformo. El filtrado se concentré al vacio y al residuo
se le afiadié hexano. El sélido se recogié para dar 5,35 g (93%) de 4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-
carboxaldehido, p.f. 97-100°C.

Ejemplo 11
Ester etilico del dcido 4-amino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico

A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico del 4cido 4-cloro-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico
(15,0 g, 65 mmol) en 200 ml de tetrahidrofurano se le afiadieron 25 ml de trietilamina seguido de 35 ml de hidréxido
de amonio acuoso. Después de agitar a temperatura ambiente durante 1,5 horas, se afladieron 30 ml mds de hidréxido
de amonio acuoso y la agitacién se continué durante 1 hora. La mezcla de reaccidn se concentrd al vacio y se repartio
entre acetato de etilo y bicarbonato sédico acuoso saturado. La capa orgénica se lavd con salmuera, se secd sobre
sulfato de magnesio, se filtré y se concentré al vacio. Se afladieron acetato de etilo y hexano y el sélido resultante se
recogi6 por filtracion para proporcionar 10,84 g (79%) de éster etilico del d4cido 4-amino-2-metanosulfanil-pirimidina-
5-carboxilico.

Ejemplo 12
(4-Amino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol

Una solucién de éster etilico del dcido 4-amino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico (13,36 g, 63 mmol)
en 250 ml de tetrahidrofurano se afiadié gota a gota a una suspension a temperatura ambiente de hidruro de litio y
aluminio (3,82 g, 100 mmol) en 250 ml de tetrahidrofurano. Después de 30 minutos, la reaccién se enfrié a 0°C y se
afiadi6 alcohol isopropilico hasta que disminuy6 la formacién de burbujas. La reaccién se interrumpié con 15 ml de
agua, 15 ml de NaOH al 15% y 50 ml de agua y la mezcla se agité durante 1 hora. El precipitado de color blanco se
retiré por filtracion, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentré al vacio y se afadié 3:1 de hexano:acetato
de etilo. Los sélidos se recogieron y se lavaron con 3:1 de hexano:acetato de etilo, seguido de hexano. El sélido se
disolvié en acetato de etilo y la solucién se secé sobre sulfato de magnesio. La filtracion, seguido de concentracion al
vacio, dio 8,14 g (76%) de (4-amino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol.

Andlisis calculado para C¢HoN;OS:

C, 42,09; H, 5,30; N, 24,54.
Encontrado C, 42,31; H, 5,24; N, 24,27.
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Ejemplo 13
4-Amino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido

A (4-amino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol (8,14 g, 48 mmol) en 1 ml de cloroformo se le afiadié 6xido
de manganeso (33,13 g, 381 mmol). La suspension se agité a temperatura ambiente durante una noche y después se
filtré a través de celite, lavando con 300 ml de cloroformo. El filtrado se concentré al vacio para dar 8,14 g (rendimien-
to cuantitativo) de 4-amino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido, p.f. 185-187°C. Pf. segtin las referencias
bibliograficas = 183-184°C, JOC, 1958;23:1738.

Andlisis calculado para C¢H;N;OS:

C,42,59; H, 4,17; N, 24,83.
Encontrado C, 42,84; H, 4,21; N, 24,73.

Ejemplo 14
Ester etilico del dcido 4-(4-metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico

A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico del dcido 4-cloro-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico
(6,05 g, 26,07 mmol) en 60 ml de tetrahidrofurano se le afiadi6 trietilamina (11 ml, 79.5 mmol) seguido de 3,6 ml (27,6
mmol) de 4-metoxibencilamina. La solucién se agité durante 1 hora y después se filtr6. El sélido de color blanco se
lavé con acetato de etilo y el filtrado se concentr6 al vacio. El residuo se reparti6 entre cloroformo y bicarbonato sédico
acuoso saturado. La capa orgénica se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtré y se concentrd para proporcionar 7,60 g
(88%) de éster etilico del dcido 4-(4-metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico, p.f. 72-74°C.

Andlisis calculado para C,sH;yN;0;S:

C, 57,64; H, 5,74; N, 12,60.
Encontrado C, 57,65; H, 5,80; N, 12,57.

Ejemplo 15
[4-(4-Metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il ]-metanol

Una solucién de éster etilico del acido 4-(4-metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico (6,89
g, 20,70 mmol) en 60 ml de tetrahidrofurano se afiadié gota a gota a una suspension a temperatura ambiente de hidruro
de litio y aluminio (1,17 g, 30,8 mmol) en 40 ml de tetrahidrofurano. Después de 30 minutos, la reaccidn se interrumpi6
cuidadosamente con 2 ml de agua, 2 ml de NaOH al 15% y 7 ml de agua y la mezcla se agit6 para dar un precipitado
de color blanco. El sélido se retiré por filtracién, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentr6 parcialmente al
vacio y el sélido de color blanco se recogi6 por filtracion para dar 1,47 g (24%) del producto. El filtrado se concentrd
y, después de la adicién de 3:1 de hexano:acetato de etilo, se formé mds cantidad de sélido. El precipitado se recogid
para dar 3,16 g (52%) de [4-(4-metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il]-metanol, p.f. 163-165°C.

Andlisis calculado para C;,H;N;0,S:

C,57,71; H, 5,88; N, 14,42.
Encontrado: C, 57,78; H, 5,88; N, 14,36.

Ejemplo 16
4-(4-Metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido

A [4-(4-metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il]-metanol (4,08 g, 14,02 mmol) en 400 ml de cloro-
formo se le afadi6 6xido de manganeso (10,90 g, 125 mmol). La suspension se agité a temperatura ambiente durante
8 horas y después se filtr6 a través de celite, lavando con cloroformo. El filtrado se concentré al vacio seguido de la
adicién de hexano para dar 3,87 g (96%) de 4-(4-metoxibencilamino)-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido,
p.f. 87-89°C.
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Andlisis calculado para C,H;5sN;0,S:

C, 58,11; H, 5,23; N, 14,52.
Encontrado C, 57,88; H, 5,12; N, 14,35.

Ejemplo 17
3-(4-Etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il Jacrilato de etilo

A una solucién a temperatura ambiente de 4-etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido (320 mg, 1,32
mmol) en 12 ml de tetrahidrofurano se le afiadi6 (carbetoximetileno)trifenilfosforano (720 mg, 2,07 mmol). La mezcla
de reaccion se calent6 a la temperatura de reflujo durante 7 horas y después se agité a temperatura ambiente durante
una noche. Se afiadié una cantidad adicional de (carbetoximetileno)trifenilfosforano (300 mg, 0,86 mmol), la mezcla
de reaccién se calentd a reflujo durante 8 horas mas y después se agit a temperatura ambiente durante 3 dias. La
mezcla de reaccién se concentré al vacio y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida, eluyendo con 1:2
de acetato de etilo:hexano, para proporcionar 357 mg (86%) de 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de
etilo, p.f. 125-126°C.

Andlisis calculado para C,;H,)N,O,:

C, 65,37; H, 6,45; N, 17,94.
Encontrado C, 65,40; H, 6,57; N, 17,64.

Ejemplo 19
3-(4-Amino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-ilJacrilato de etilo

A una solucién a temperatura ambiente de 4-amino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carbaldehido (4,08 g, 24,14
mmol) en 100 ml de tetrahidrofurano se le afiadié (carbetoximetileno)trifenilfosforano (10,80 g, 31 mmol). La mezcla
de reaccidn se calent6 a la temperatura de reflujo durante 3 horas y después se agit6 a temperatura ambiente durante una
noche. La mezcla de reaccién se concentré al vacio y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida, eluyendo
con 1:1 de acetato de etilo:hexano, para proporcionar 4,30 g (75%) de 3-(4-amino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)
acrilato de etilo, p.f. se reblandece a 108°C.

Andlisis calculado para C,(H;3N;0,S:

C, 50,19; H, 5,48; N, 17,56.
Encontrado C, 50,22; H, 5,45; N, 17,24.

Ejemplo 24
3-(4-Etilamino- 1-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo

A una solucién a temperatura ambiente de 4-etilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido (6,34 g,
32,14 mmol) en 100 ml de tetrahidrofurano se le afiadié (carbetoximetileno)trifenilfosforano (14,32 g, 41,14 mmol).
La mezcla de reaccién se calent6 a reflujo durante 70 minutos, después se concentré al vacio y el residuo se reparti6
entre acetato de etilo y HCI 1 N. La capa orgénica se extrajo con una cantidad adicional de HCI 1 N y las capas 4cidas
se combinaron y se trataron con bicarbonato sédico saturado hasta que se hicieron bésicas. El producto se extrajo en
acetato de etilo y la capa orgdnica se seco sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentrd. Después de la adicién
de hexano, se formé un sélido. El sélido se recogié por filtracion para dar 6,79 g (79%) de 3-(4-etilamino-2-metano-
sulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo. Se obtuvo una muestra analitica por cromatografia ultrarrdpida eluyendo con
acetato de etilo, p.f. 79-80°C.

Andlisis calculado para C,H;;N;0,S:

C,53,91;H, 641; N, 15,72.
Encontrado C, 53,97; H, 6,52; N, 15,78.
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Ejemplo 25
3-(4-Metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)Jacrilato de etilo

A una solucién a temperatura ambiente de 4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido (5,00 g,
27,30 mmol) en 90 ml de tetrahidrofurano se le afiadié (carbetoximetileno)trifenilfosforano (12,35 g, 35,49 mmol).
La mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante 2,5 horas, después se enfri6 a temperatura ambiente y se concentrd
al vacio. El residuo se repartié entre acetato de etilo y HCI 1 N. La capa orgénica se trat6 con bicarbonato sédico
saturado hasta que se hizo bésica. El producto se extrajo en acetato de etilo y la capa organica se secé sobre sulfato de
magnesio, se filtrd y se concentrd. Después de la adicién de 4:1 de hexano:acetato de etilo, se form6 un sélido que se
recogi6 por filtracién para dar 5,76 g (83%) de 3-(4 metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo, p.f.
142-144°C.

Andlisis calculado para C;;H;5sN;0,S:

C, 52,16; H,5,97; N, 16,59.
Encontrado C, 51,89; H, 5,87; N, 16,38.

Ejemplo 28
3-(4-Amino- 1-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de etilo

A una solucién a 0°C de 4-amino-2-fenilamino-pirimidina-5-carbonitrilo (7,00 g, 33,18 mmol) (prep. segun las
referencias bibliograficas: J. Org. Chem., 1960:5711) en 170 ml de tetrahidrofurano se le afiadieron 45 ml de una
solucién 1 M de hidruro de diisobutilaluminio en cloruro de metileno. El bafio de hielo se retiré y se afiadieron 40 ml
mads de una solucién 1 M de hidruro de diisobutilaluminio en cloruro de metileno. La mezcla de reaccion se enfrié a
0°C y se afiadieron gota a gota 60 ml de metanol. Después, esta mezcla se afiadié a una mezcla en agitacion rapida de
300 ml de acetato de etilo y 250 ml de HCI 1 N. Las capas se separaron y la capa organica se extrajo con una cantidad
adicional de HC1 1 N. Las capas 4cidas se combinaron, se trataron con 330 ml de NaOH 1 Ny se extrajeron con acetato
de etilo. La fase orgdnica se secé sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentrd. La purificacién por cromatografia
ultrarrdpida eluyendo con acetato de etilo dio 4,99 g (68%) de 4-amino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido.

A una solucién a temperatura ambiente de 4-amino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido (2,89 g, 13,50
mmol) en 120 ml de tetrahidrofurano se le afiadié (carbetoximetileno)trifenilfosforano (11,00 g, 31,60 mmol). La
mezcla de reaccion se calentd a la temperatura de reflujo durante 9 horas y después se agité a temperatura ambiente
durante una noche. La solucién se concentré al vacio y se trat6 con acetato de etilo y hexano para dar un sélido de
color amarillo. El sélido se recogi6 por filtracién y se purificé por cromatografia ultrarrdpida para dar 1,55 g (40%) de
3-(4-amino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de etilo, p.f. 190-192°C.

Andlisis calculado para C;sH;(N,O,:

C, 63,37; H, 5,67; N, 19,71.
Encontrado C, 63,08; H, 5,72; N, 19,72.

Ejemplo 68
Ester etilico del dcido 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il )propiénico

Una mezcla de 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de etilo (152 mg, 0,48 mmol) y paladio al 5%
sobre carbono en una mezcla de disolventes de etanol y tetrahidrofurano se hidrogené a presion. El catalizador se
retir6 por filtracién y el filtrado se concentré. El residuo se purificéd por cromatografia ultrarrapida eluyendo con 2:1
de acetato de etilo:hexano para dar 72 mg (47%) de éster etilico del dcido 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)
propidnico, p.f. 106-107°C.

Andlisis calculado para Ci;H»,N,O,:

C, 6495, H, 7,05; N, 17,82.
Encontrado C, 64,90; H, 7,06; N, 17,77.
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Ejemplo 70
3-(4-Metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-acrilonitrilo

A una suspension a temperatura ambiente de hidruro sédico (240 mg de una suspensién al 60% de NaH en aceite)
en 10 ml de dimetilformamida se le afiadié cianometilfosfonato de dietilo (1,0 ml, 6,17 mmol). La mezcla de reaccién
se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos, después se afiadié 4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-
carbaldehido (1,02 g, 5,57 mmol) en 10 ml de dimetilformamida y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante
10 minutos. La mezcla de reaccidon se repartié entre salmuera y una mezcla 1:1 de hexano y acetato de etilo. La capa
orgdnica se lavé con agua, se secé sobre sulfato de magnesio y se concentrd para proporcionar 367 mg (32%) de 3-
(4-metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilonitrilo, p.f. 207-210°C. El residuo se purificé por cromatografia
ultrarrdpida eluyendo con 1:1 de acetato de etilo:hexano para proporcionar 19 mg mas (13%) del producto.

Andlisis calculado para CoH;(N,S-0,5 H,O:

C, 50,20; H, 5,15; N, 26,02.
Encontrado C, 50,48; H, 4,80; N, 26,28.

Ejemplo 72
3-(4-Etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-acrilonitrilo

A una suspension a temperatura ambiente de hidruro sédico (38 mg de una suspensioén al 60% de NaH en aceite)
en 5 ml de dimetilformamida se le afiadi6 cianometilfosfonato de dietilo (150 wl, 0,93 mmol). La mezcla de reaccién
se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos, después se anadi6 4-etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carbal-
dehido (200 mg, 0,83 mmol) en 2 ml de dimetilformamida y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10
minutos. La mezcla de reaccién se repartié entre salmuera y acetato de etilo. La capa orgéanica se lavé con agua, se
secé sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio. El residuo se purific por cromatografia ultrarrapida eluyendo
con 1:1 de acetato de etilo:hexano. Las fracciones que contenian el producto se concentraron y al residuo se le afiadié
hexano. El sélido resultante se recogi6 por filtracion para dar 91 mg (43%) de 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-
S-il)acrilonitrilo, p.f. 244-246°C. La concentracién del filtrado proporcioné 68 mg mds (32%) del producto.

Andlisis calculado para C;sH;sNj:

C, 67,91; H, 5,70; N, 26,40.
Encontrado C, 67,80; H, 5,57; N, 26,39.

Ejemplo 73
Ester etilico del dcido 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-but-2-enoico

A una solucion a temperatura ambiente de 4-etilamino-2-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido (200 mg, 0,83
mmol) en 10 ml de tetrahidrofurano se le anadi6 (carbetoxietileno)trifenilfosforano (360 mg, 1,0 mmol). La mez-
cla de reaccion se calent6 a reflujo durante una noche, se enfrié y se concentr6 al vacio. El residuo se purificé por
cromatografia ultrarrdpida, eluyendo con 1:1 de acetato de etilo/hexano. Las fracciones que contenian el producto se
concentraron y al residuo se le afiadid 1:2 de acetato de etilo:hexano. El sélido resultante se recogié por filtracién para
proporcionar 176 mg (65%) de éster etilico del dcido 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-but-2-enoico, p.f.
148-150°C.

Andlisis calculado para CgH,,N,0;:

C, 6624; H, 6,79; N, 17,16.
Encontrado C, 65,95; H, 6,68; N, 17,02.

Ejemplo 94
Ester etilico del dcido 2-metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidina-5-carboxilico

A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico del 4cido 4-cloro-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico
(9,25 g, 40,0 mmol) en 100 ml de tetrahidrofurano se le afladieron 16 ml de trietilamina seguido de anilina (4,0 ml,
43,8 mmol). La solucién se agité a temperatura ambiente durante una noche. El sélido de color blanco se retiré por
filtracion, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentr6 al vacio y se repartié entre cloroformo y bicarbonato
sodico acuoso saturado. La fase orgdnica se secé sobre sulfato de magnesio, se filtré y se concentrd. Al residuo se le
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afiadié una solucién 2:1 de hexano:acetato de etilo y el sélido de color blanco resultante se recogié para proporcionar
7,07 g (60%) del producto. Se obtuvieron 2,18 g mds (18%) a partir del filtrado. La recristalizacién en hexano y
acetato de etilo proporcion6é una muestra analitica de éster etilico del dcido 2-metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidina-
S-carboxilico, p.f. 86-87,5°C.

Andlisis calculado para C;,HsN;0,S:

C,58,11; H, 5,23; N, 14,52.
Encontrado C, 57,93; H, 5,27; N, 14,46.

Ejemplo 95
(2-Metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidin-5-il)-metanol

Una solucién de éster etilico del dcido 2-metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidina-5-carboxilico (7,25 g, 25,1 mmol)
en 100 ml de tetrahidrofurano se ailadi6 gota a gota a una suspension a temperatura ambiente de hidruro de litio y alu-
minio (1,55 g, 40,9 mmol) en 100 ml de tetrahidrofurano. Después de 10 minutos, a la mezcla de reaccién se le afiadi6
1,00 g mds de hidruro de litio y aluminio y la agitacién se continué durante 1,5 horas. La reaccién se interrumpio
cuidadosamente con isopropanol seguido de 6 ml de agua, 10 ml de NaOH al 15% y 20 ml de agua y la mezcla se
agit6 durante 1,5 horas. El precipitado de color blanco se retird por filtracién, lavando con acetato de etilo. El filtrado
se lavé con agua, se secé sobre sulfato de magnesio, se filtré y se concentré al vacio. La purificacién por cromatografia
ultrarrdpida eluyendo con acetato de etilo proporcioné 2,22 g (36%) de (4 etilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-
metanol, p.f. 127-128°C.

Andlisis calculado para C;,H3N;0S:

C, 58,28; H, 5,30; N, 16,99.
Encontrado C, 58,15; H, 5,09; N, 16,90.

Ejemplo 96
2-Metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido

A (4-etilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol (2,80 g, 11,4 mmol) en 400 ml de cloroformo se le afiadié
oxido de manganeso (3,95 g, 45,4 mmol). La suspension se agité a temperatura ambiente durante una noche. La
mezcla se filtré a través de celite, lavando con cloroformo. El filtrado se concentré al vacio para dar 2,73 g (98%) de
2-metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidina-3-carboxaldehido, p.f. 89-90°C.

Andlisis calculado para C;,H;;N;0S:

C, 58,76; H, 4,52; N, 17,13.
Encontrado C, 58,56; H, 4,69; N, 17,10.

Ejemplo 97
3-(2-Metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de etilo

A una solucién a temperatura ambiente de 2-metanosulfanil-4-fenilamino-pirimidina-5-carboxaldehido (1,00 g,
4,08 mmol) en 20 ml de tetrahidrofurano se le aiadié (carbetoximetileno)trifenilfosforano (1,82 g, 5,22 mmol). La
mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 70 minutos, después se concentr6 al vacio y se repartié entre acetato
de etilo y 4cido clorhidrico 1 N. La capa orgédnica se extrajo con dos porciones adicionales de dcido clorhidrico 1 Ny
las capas 4cidas se combinaron y se neutralizaron con bicarbonato sédico saturado. El producto se extrajo en acetato
de etilo, se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se concentré al vacio. El residuo se purificé por cromatografia
ultrarrdpida eluyendo con acetato de etilo para proporcionar 988 mg (77%) de 3-(2-metanosulfanil-4-fenilamino-
pirimidin-5-il)acrilato de etilo en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 102
Ester etilico del dcido 4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico
A una solucién a temperatura ambiente de éster etilico del 4cido 4-cloro-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico

(12,48 g, 53,8 mmol) en 150 ml de tetrahidrofurano se le afnadieron 22 ml de trietilamina seguido de ciclopentilamina
(6,70 g, 77,0 mmol). La solucién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El s6lido de color blanco se retird
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por filtracién, lavando con acetato de etilo. El filtrado se concentrd al vacio y se repartié entre acetato de etilo y
bicarbonato sédico acuoso saturado. La capa orgédnica se lavé con salmuera, se seco sobre sulfato de magnesio, se
filtré y se concentrd. Al residuo se le afiadié una solucién 2:1 de hexano:acetato de etilo y el s6lido de color blanco
resultante se recogié para proporcionar 13,3 g (88%) de éster etilico del 4cido 4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-
pirimidina-5-carboxilico en forma de un aceite.

Andlisis calculado para C;;H;yN;0,S:

C, 55,49; H, 6,81; N, 14,93.
Encontrado C, 55,59; H, 6,72; N, 14,85.

Ejemplo 103
(4-Ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol

Una solucién de éster etilico del 4cido 4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxilico (13,0 g, 46,3
mmol) en 50 ml de tetrahidrofurano se afiadié gota a gota a una suspension a temperatura ambiente de hidruro de litio
y aluminio (3,2 g, 84,2 mmol) en 150 ml de tetrahidrofurano. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 20 minutos y después se inactivo cuidadosamente con 6 ml de agua, seguido de 6 ml de NaOH al 15% y 19 ml
de agua. Después de agitar durante 1 hora, el precipitado de color blanco se retiré por filtracién, lavando con acetato
de etilo. El filtrado se concentr6 al vacio y al residuo se le afladieron hexano y acetato de etilo. La filtracion del sélido
de color blanco proporcioné 8,39 g (76%) de (4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 127-
128°C.

Andlisis calculado para C,;H;;N;0S-0,1 H,O:

C, 54,79; H, 7,19; N, 17.,43.
Encontrado C, 54,68; H, 7,12; N, 17,23.

Ejemplo 104
4-Ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido

A (4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-metanol (8,00 g, 33,5 mmol) en 400 ml de cloroformo se
le afiadi6 6xido de manganeso (18,5 g, 213 mmol). La suspensidn se agitd a temperatura ambiente durante una noche.
Se afiadié una cantidad adicional de 6xido de manganeso (2,5 g, 29 mmol) y la agitacién se continué durante 2,5 h. La
mezcla se filtré a través de celite, lavando con cloroformo. El filtrado se concentré al vacio para dar 7,93 g (99%) de
4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido en forma de un aceite.

Andlisis calculado para C;;H;sN;0S:

C, 55,67, H,6,37; N, 17,71.
Encontrado C, 55,60; H, 6,24; N, 17,70.

Ejemplo 105
3-(4-Ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo

A una solucién a temperatura ambiente de 4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido (7,74
g, 32,7 mmol) en 110 ml de tetrahidrofurano se le anadi6 (carbetoximetileno)trifenilfosforano (15,0 g, 43,1 mmol).
La mezcla de reaccién se calent6 a reflujo durante 1,5 horas, después se enfrié a temperatura ambiente y se repartid
entre acetato de etilo y 4cido clorhidrico 1 N. A la capa 4cida se le afiadié hidréxido sédico acuoso concentrado,
seguido de extraccién del producto en acetato de etilo. La fase orgédnica se secé sobre sulfato de magnesio, se filtré
y se concentrd a vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida eluyendo con 4:1 de hexano:acetato de
etilo para proporcionar 6,58 g (66%) de 3-(4-ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo, p.f.
98-101°C.

Andlisis calculado para CisH, N;0,S:

C, 58,61; H, 6,89; N, 13,67.
Encontrado C, 58,57; H, 6,83; N, 13,52.
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Ejemplos 109-271

Los siguientes compuestos de la invencién se prepararon de forma similar siguiendo los procedimientos generales
de los ejemplos anteriores.
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Ejemplo 119

Ester etilico del dcido 4-ciclohexilamino-2-metilsulfanil-pirimidina-5-carboxilico, aceite

Ejemplo 120

Ester etilico del dcido 4-ciclopropilamino-2-metilsulfanil-pirimidina-5-carboxilico, aceite

Ejemplo 121

(4-Ciclohexilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 127-129°C

Ejemplo 122

4-Ciclohexilamino-2-metilsulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido, aceite

Ejemplo 123

Ester etilico del dcido 3-(4-ciclohexilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-acrilico

Ejemplo 124

(4-Ciclopropilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 134-135°C

Ejemplo 125

4-Ciclopropilamino-2-metilsulfanil-pirimidina-5-carboxaldehido, p.f. 63-64°C

Ejemplo 128

Ester etilico del dcido 3-(4-ciclopropilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-acrilico, aceite

Ejemplo 149

(4-Cicloheptilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-metanol, p.f. 141-143°C

Ejemplo 168

Ester terc-butilico del dcido 1-(4-nitro-fenil)-pirrolidina-2-carboxilico (S), p.f. 103-104°C

Ejemplo 169

Ester terc-butilico del dcido 1-(4-amino-fenil)-pirrolidina-2-carboxilico (S), p.f. 75-76°C

Ejemplo 172

[1-(4-Nitro-fenil)-piperidin-3-il |-metanol (racémico), p.f. 99-100°C
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Ejemplo 173

[1-(4-Amino-fenil)-piperidin-3-il |-metanol (racémico), p.f. 108-110°C

Ejemplo 174

[4-(Biciclo[2.2.1 Jhept-2-ilamino)-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il ]-metanol (exo), p.f 117-118°C.

Ejemplo 186

2-[1-(4-Nitro-fenil)-piperidin-4-ilJ-etanol, p.f. 60-61°C

Ejemplo 187

3-[1-(4-Nitro-fenil)-piperidin-4-il |-propan-1-ol, p.f. 166-167°C

Ejemplo 188

2-[1-(4-Amino-fenil)-piperidin-4-ilJ-etanol, p.f. 121-122°C

Ejemplo 189

3-[1-(4-Amino-fenil)-piperidin-4-il]-propan-1-ol, p.f. 98-99°C

Ejemplo 192
[1-(4-Nitro-fenil)-piperidin-2-il |-metanol, p.f. 68-69°C

Ejemplo 193

1-(4-Nitro-fenil)-piperidin-4-ol, p.f. 99-100°C

Ejemplo 194

1-(4-Amino-fenil)-piperidin-4-ol, p.f. 168-169°C

Ejemplo 199

[1-(4-Amino-fenil)-piperidin-2-il |-metanol, p.f. 91-92°C

Ejemplo 204

1-(4-Nitro-fenil)-piperidin-3-ol, p.f. 112-113°C

Ejemplo 205

1-(4-Amino-fenil)-piperidin-3-ol, p.f. 101-102°C

Ejemplo 208

Dimetil-[ 1-(4-nitro-fenil)-piperidin-4-il |-amina, p.f. 102-103°C
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Ejemplo 209
1’-(4-Nitro-fenil)-[ 1,4’ [bipiperidinilo, p.f. 90-91°C

Ejemplo 210

[1-(4-Amino-fenil)-piperidin-4-il ]-dimetil-amina, p.f. 126-127°C

Ejemplo 222

2-Bencilamino-8-ciclohexil-8H-pirido[2,3-d [pirimidin-7-ona, p.f. 183-184°C

Ejemplo 238

Ester etilico del dcido 3-{4-[2-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-ciclopentilamino |- 2-metilsulfanil-pirimidin-5-il }-
acrilico

MS (CI) m/z 438 (M").

Ejemplo 243

Ester etilico del dcido 4-[5-(2-etoxicarbonil-vinil)-2-metilsulfanil-pirimidin-4-il-amino ]-piperidina-1-carboxilico,
aceite

MS (CI) m/z 395 (M + 1).

Ejemplo 244

Ester etilico del dcido 4-(2-metanosulfanil-7-oxo-7H-pirido[2,3-d]pirimidin-8-il)piperidina- I -carboxilico, p.f
165-167C

Ejemplo 245

Ester etilico del dcido 4-(2-metanosulfinil-7-oxo-7H-pirido[2,3-d]pirimidin-8-il)-piperidina-1-carboxilico, p.f
151-154°C

MS (CI) m/z 365 (M + 1).

Ejemplo 246

Ester etilico del dcido 4-[7-0x0-2-(4-piperidin-1-il-fenilamino)-7H-pirido[2,3-d pirimidin-8-il]-piperidina-1-car-
boxilico, p.f. 231-233°C

Ejemplo 248
2-(3-Bromo-2,2-dimetil-propoxi)-tetrahidro-pirano, aceite

Como se ha indicado anteriormente, los compuestos de esta invencién son potentes inhibidores de quinasas de-
pendientes de ciclina y, por consiguiente, son ttiles en el tratamiento y prevencion de aterosclerosis y otros trastornos
proliferativos celulares tales como un cancer. Los compuestos han demostrado una excelente actividad inhibidora con-
tra una gran diversidad de quinasas dependientes de ciclina, todo ello en sistemas de ensayo utilizados habitualmente
para medir dicha actividad. Un ensayo tipico, por ejemplo, mide la actividad inhibidora contra la enzima quinasa 4
dependiente de ciclina D (cdk4/D). Los compuestos de la invencién de férmulas I y II muestran valores de Cls, que
varfan generalmente de 0,0045 uM a 10 uM. El ensayo de cdk 4 se realizé como se indica a continuacién.
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Ensayo de Quinasa Dependiente de Ciclina 4 (cdk4)

Los ensayos de enzimas para determinaciones de valores de Cls, (Tablas 1 y 2) y la evaluacién cinética se reali-
zaron en placas de filtro de 96 pocillos (Millipore MADVN6550). El volumen total era de 0,1 ml que contenian una
concentracion final de TRIS (tris[hidroximetil]-aminometano) 20 mM, a pH 7,4, NaCl 50 mM, ditiotreitol 1 mM,
MgCl, 10 mM, ATP 25 uM que contenia 0,25 uCi de [**P]ATP, 20 ng de cdk4, 1 ug de retinoblastoma y diluciones
apropiadas de un compuesto de la presente invencion. Todos los componentes excepto el ATP se afiadieron a los poci-
llos y la placa se colocé sobre un mezclador para placas durante 2 minutos. La reaccidn se inicié mediante la adicién
de [*?P]ATP y la placa se incub6 a 25°C durante 15 minutos. La reaccién se terminé mediante la adicién de 0,1 ml de
acido tricloroacético (TCA) al 20%. La placa se mantuvo a 4°C durante al menos 1 hora para permitir la precipitacion
del sustrato. Después, los pocillos se lavaron cinco veces con 0,2 ml de TCA al 10% y la incorporacién de **P se
determiné con un contador de placas beta (Wallac Inc., Gaithersburg, MD).

Ensayos de Quinasas Dependientes de Ciclina (cdk2/ciclinaE, cdk2/ciclinaA, cdc2/ciclinaB)

Los ensayos enzimdticos para determinaciones de Cls, y la evaluacién cinética se realizaron en una placa de filtro
de 96 pocillos (Millipore MADVNG6550) en un volumen total de 0,1 ml de TRIS (tris[hidroximetilJaminometano) 20
mM, a pH 7,4, NaCl 50 mM, ditiotreitol 1 mM, MgCl, 10 mM, ATP 12 mM que contenia 0,25 uCi de [**P]ATP, 20
ng de enzima (bien cdk2/ciclinaE, bien cdk2/A o bien cdc2/ciclinaB), 1 ug de retinoblastoma y diluciones apropiadas
del compuesto de la invencion particular. Todos los componentes excepto el ATP se afiadieron a los pocillos y la placa
se colocé sobre un mezclador para placas durante 2 minutos. La reaccién se comenzd mediante la adicién de [*P]
ATP y la placa se incub6 a 25°C durante 15 minutos. La reaccién se terminé mediante la adicién de 0,1 ml de TCA al
20%. La placa se mantuvo a 4°C durante al menos 1 hora para permitir la precipitacién del sustrato. Los pocillos se
lavaron a continuacién cinco veces con 0,2 ml de TCA al 10% y la incorporacion de **P se determiné con un contador
de placas beta (Wallac Inc., Gaithersburg, MD).

Cuando se midi6 contra cdk2/E, los compuestos de la invencién mostraron valores de Cls, que variaban general-
mente de aproximadamente 0,02 a aproximadamente 25 uM. Contra cdk2/A, los compuestos mostraron valores de
ClIs, que variaban de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 14 uM, y contra cdk2/B, generalmente de aproxima-
damente 0,06 a aproximadamente 40 uM. Los ensayos se realizaron como se ha descrito anteriormente y los datos
especificos se dan en la Tabla 2.

TABLA 2
YA
L e
R
Rl N/kN/
H |
RZ
Ejemplo R, R, R; Enlace Z cdk4/Cls, % de
Clsg uM  inhibicién
de
cdk4/D a
40 uM
17 Ph Et H doble COOEt 2
trans
68 Ph Et H sencillo COOEt 90 37%
28 Ph H H doble COOEt 65
trans
73 Ph Et Me doble COOEt 58%
trans
72 Ph Et H doble CN 18%
trans
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Diversos compuestos de la invencién también han mostrado una buena actividad inhibidora contra enzimas cdk6/D,
y cdk6/D;. Estos ensayos se realizan de una manera similar a la descrita anteriormente para cdk4, empleando simple-
mente la enzima quinasa cdk6 apropiada. Los compuestos de la invencién han mostrado valores de Cls, que varian de
aproximadamente 0,009 M a aproximadamente 0,2 uM. El compuesto del Ejemplo 214, por ejemplo, tenia un valor
de ClIs, de 0,0071 uM contra cdk6/D, y un valor de Cls, de 0,013 M contra cdk6/D;.

Los compuestos de formula II también han mostrado buena actividad inhibidora contra ciertas enzimas tirosina
quinasa asociadas con receptores de factores de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Los compuestos s6lo muestran una actividad marginal contra
la tirosina quinasa asociada al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF). Los compuestos de la invencién
varian en los valores de inhibiciéon de Cls, contra la tirosina quinasa FGF generalmente de aproximadamente 0,004
a aproximadamente 40 uM. Contra la tirosina quinasa PDGF, los compuestos de la invenciéon muestran un valor de
ClIs, de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 40 uM. Los ensayos usados para determinar estas actividades se
llevaron a cabo como sigue:

Purificacion de Tirosina Quinasa Asociada al Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico

Se aislo tirosina quinasa asociada al receptor de EGF humano a partir de células de carcinoma epidermoide A431
por medio del siguiente método. Las células se cultivaron en frascos cilindricos en medio de Eagle modificado por
Dulbecco al 50% y medio nutriente HAM F-12 (Gibco) al 50% que contenia suero bovino fetal al 10%. Se lisaron
aproximadamente 10° células en dos volimenes de tampén que contenia dcido 2-(4N-[2-hidroximetil]-piperazin-1-il)
etanosulfénico 20 mM, pH 7.4, acido etilenglicol bis(2-aminoetil éter) N,N,N’,N’-tetraacético 5 mM, Triton X-100
al 1%, glicerol al 10%, ortovanadato sédico 0,1 mM, fluoruro sédico 5 mM, pirofosfato 4 mM, benzamida 4 mM,
ditiotreitol 1 mM, 80 ug/ml de aprotinina, 40 ug/ml de leupeptina y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Después
de una centrifugacion a 25.000 x g durante 10 minutos, el sobrenadante se equilibré durante 2 horas a 4 uC con 10 ml
de sepharose con aglutinina de germen de trigo que se habia equilibrado previamente con Hepes 50 mM, glicerol al
10%, Triton X-100 al 0,1% y NaCl 150 mM, pH 7,5 (tampo6n de equilibrio). Se retiraron las proteinas contaminantes
de la resina por lavado con NaCl 1 M en tampdn de equilibrio y la enzima se eluyé con N-acetil-1-D-glucosamina 0,5
M en tampén de equilibrio.

Ensayos de Tirosina Quinasas Asociadas a Receptores de PDGF y FGF

Se obtuvieron ADNCc de longitud completa para las tirosina quinasas asociadas a receptores de PDGF-8 de ratén
y FGF-1 (flg) humano de J. Escobedo y se prepararon como se describe en J. Biol. Chem., 1991;262:1482-1487.
Se disefiaron cebadores de PCR para amplificar un fragmento de DNA que codifica el dominio de tirosina quinasa
intracelular. El fragmento se insert6 en un vector de baculovirus, se cotransfecté con DNA de AcMNPV vy el virus
recombinante se aisld. Se infectaron células de insecto SF9 con el virus para sobreexpresar la proteina y el lisado
celular se usé para el ensayo. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos (100 ul/incubacién/pocillo) y las
condiciones se optimizaron para medir la incorporacién de **P a partir de y**P-ATP en un sustrato de copolimero de
glutamato-tirosina. En resumen, se afiadieron a cada pocillo 82,5 ul de tampén de incubacién que contenia Hepes
25 mM (pH 7,0), NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,1%, PMSF 0,2 mM, Na;VO, 0,2 mM, MnCl, 10 mM y 750
pg/ml de poli(glutamato-tirosina (4:1)), seguido por 2,5 ul de inhibidor y 5 ul de lisado enzimadtico (7,5 ug/ul de
FGF-TK o 6,0 ug/ul de PDGF-TK) para iniciar la reaccién. Después de una incubacién de 10 minutos a 25°C, se
afiadieron a cada pocillo 10 ml de y**P-ATP (0,4 uCi mds ATP 50 uM) y las muestras se incubaron durante 10 minutos
adicionales a 25°C. La reaccién se terminé mediante la adicién de 100 ul de 4cido tricloroacético (TCA) al 30% que
contenia pirofosfato sédico 20 mM vy la precipitacién de material sobre esterillas de fibra de vidrio (Wallac). Los filtros
se lavaron tres veces con TCA al 15% que contenia pirofosfato sédico 100 mM vy la radiactividad retenida sobre los
filtros se contd en un lector Wallac 1250 Betaplate. La actividad no especifica se defini6 como la radiactividad retenida
sobre los filtros después de la incubaciéon de muestras con tampon solo (sin enzima). La actividad enzimética (enzima
mads tampon) se definié como la actividad total menos la actividad no especifica. La concentracién de compuesto que
inhibia la actividad especifica en 50% (Cls,) se determiné basandose en la curva de inhibicién y los resultados tipicos
se presentan en la Tabla 4.
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TABLA 4

Ejemplo R’ R? R® Z Enlace PDGF FGF Cls
17 Ph Et H COOEt  doble 37 45
trans

La familia de proteina quinasas denominada Src, que contienen un dominio SH2, estdn implicadas en varias rutas
de sefializacidn celular. Por ejemplo, Src estd implicada en la sefializacién de receptores de factores de crecimiento;
la sefalizacién mediada por integrinas; la activacién de células T y B y la activacién de osteoclastos. Se sabe que el
dominio SH2 de Src se une a varias tirosina quinasas asociadas a receptores y no asociadas a receptores clave tales
como tirosina quinasas que contienen receptores para PDGF, EGF, HER2/Neu (una forma oncogénica de EGF), FGF,
quinasa de adhesion focal, proteina p130 y proteina p68. Ademas, se ha observado que pp60c-Src estd implicada en la
regulacion de la sintesis de DNA, la mitosis y otras actividades celulares.

Asi, seria util tener compuestos que inhibieran la unién de proteinas que contienen un dominio SH2 a proteinas
fosforiladas afines, ya que la inhibicién de la unién de proteinas que contienen un dominio SH2 a proteinas fosforila-
das afines puede usarse para tratar enfermedades proliferativas tales como cancer, osteoporosis, inflamacién, alergia,
reestenosis y enfermedad cardiovascular, que se basan todas en la transduccion de sefiales que implica proteinas que
contienen un dominio SH2 que se une a proteinas fosforiladas durante el procedimiento de sefializacién celular.

Varios compuestos de la invencidn se han evaluado en un ensayo convencional para medir su capacidad de inhibir
la proteina quinasa Src celular (c-Src). Los compuestos de la invencién han mostrado valores de Cls, que varian en
general de aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 50 M. El ensayo se realizé como se indica a continuacién.

La quinasa c-Src se purificé a partir de lisados de células de insecto infectadas con baculovirus usando un anticuer-
po monoclonal antipeptidico dirigido contra los amino4cidos N-terminales (aminoécidos 2-17) de c-Src. El anticuerpo,
enlazado covalentemente a perlas de latex de 0,65 um, se afiadié a una suspension de tampon de lisis para células de
insecto compuesta por NaCl 150 mM, Tris 50 mM pH 7,5, DTT 1 mM, NP-40 al 1%, EGTA 2 mM, vanadato sédico
1 mM, PMSF 1 mM, 1 ug/ml de cada una de leupeptina, pepstatina y aprotinina. El lisado de células de insecto que
contenia proteina c-Src se incub6 con estas perlas durante 3 a 4 horas a 4°C con rotacién. Al final de la incubacién
del lisado, las perlas se enjuagaron tres veces en tampon de lisis, se resuspendieron en tamp6n de lisis que contenia
10% de glicerol y se congelaron. Estas perlas de latex se descongelaron, se enjuagaron tres veces en tampdn de ensayo
(Tris 40 mM, pH 7,5, MgCl, 5 mM) y se suspendieron en el mismo tamp6n. En una placa de 96 pocillos Millipore
con fondo de membrana de polivinilideno de 0,65 um se afiadieron los componentes de la reaccién: 10 ul de cuentas
con ¢-Sre, 10 ul de sustrato de poliGluTyr a 2,5 mg/ml, ATP 5 uM que contenia 0,2 uCi de **P-ATP marcado, 5 ul de
DMSO que contenia inhibidores o como un control de disolvente y tamp6n para formar el volumen final de 125 ul. La
reaccion se inicié a temperatura ambiente mediante la adicion del ATP y se extinguié 10 minutos m4s tarde mediante
la adicién de 125 ul de TCA al 30%, pirofosfato sddico 0,1 M durante 5 minutos sobre hielo. La placa se filtré a
continuacién y los pocillos se lavaron con dos alicuotas de TCA al 15%, pirofosfato 0,1 M. Los filtros se troquelaron a
continuacidn, se contaron en un contador de centelleo de liquidos y los datos se examinaron con respecto a la actividad
inhibidora en comparacién con un inhibidor conocido tal como erbstatina. El método también se describe en J. Med.
Chem., 1994;37:598-609.

También se ha demostrado que los compuestos de la invencion presentan biodisponibilidad en animales, alcanzan-
do niveles plasmaticos maximos en ratones desnudos en el intervalo de aproximadamente 10 nM a aproximadamente
200 nM dentro de un periodo de 30 minutos desde la dosificacién oral a niveles de aproximadamente 4 a 5 mg/kg
como suspensiones en soluciones tamp6n de lactato que tenfan un pH of 4,0. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo
60 se administrd por via oral a 5 mg/kg a ratones, y se midieron niveles plasmaticos de aproximadamente 200 nM 30
minutos después de la dosificacién. El compuesto también se administré por via intraperitoneal a 12 mg/kg y produjo
una concentracion plasmdtica maxima de 10.000 nM 30 minutos después de la dosificacién. Cuando se evalué en
ratones hembra desnudos que tenfan xenoinjertos de tumor mamario humano MCF-7, el compuesto del Ejemplo 60
mostré inhibiciones del crecimiento de los tumores estadisticamente no significativas a dosis de 5 a 20 mg/kg cuando
se administré en un programa de q12h x 2; Dias 1-14
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Los compuestos de la invencién pueden formularse de maneras convencionales para proporcionar formas de dosi-
ficacién convenientes para el aporte a mamiferos mediante diversas vias, incluyendo la via oral, parenteral (es decir,
subcutdnea, intravenosa e intramuscular), transdérmica, por ejemplo, parche de liberacién lenta o crema, asi como
mediante dispositivos de aporte de liberacion lenta tales como bombas osméticas y supositorios y sellos bucales. Los
siguientes ejemplos ilustran adicionalmente cémo se formulan ficilmente los compuestos.

Ejemplo 272

Formulacion para Comprimidos de 50 mg

Por Por 10.000
Comprimido Comprimidos
0,050 g 2-bencilamino-8-ciclopropil-8H-pirido[2, 3- 500g

d]pirimidin-7-ona
0,080 g lactosa 800 g
0,010g almidon de maiz (para mezclar) 100 g
0,008 g almidén de maiz (para pasta) 80¢g
0,148 ¢ 1480 g
0,002 g estearato de magnesio (1%) 20¢g
0,150 g 1500 g

La pirido pirimidina, la lactosa y el almidén de maiz (para mezcla) se mezclan a uniformidad. El almidén de
maiz (para pasta) se suspende en 600 ml de agua y se calienta con agitacion para formar una pasta. Esta pasta se usa
para granular los polvos mezclados. Los granulos himedos se pasan por un tamiz manual n® 8 y se secan a 80°C.
Los granulos secos se hacen pasar a continuacién a través de un tamiz N° 16. La mezcla se lubrica con estearato de
magnesio al 1% y se comprime como comprimidos en una maquina de formacién de comprimidos convencional. Los
comprimidos son ttiles para tratar cdnceres tales como cdncer de mama, de préstata, de pulmoén, de ovario, de colon,
pancredtico, melanoma, de es6fago, cerebral, sarcoma de Kaposi y linfomas.

Ejemplo 273

Preparacion de Suspension Oral

Ingrediente Cantidad
8-Etil-2-(4-pirrol-1-il-fenilamino)-8H-pirido[2, 3-d]pirimidin-7-ona 500 mg
Solucion de sorbitol (70% N.F.) 40 ml
Benzoato sédico 150 mg
Sacarina 10 mg
Sabor de cereza 50 mg
Agua destilada cs 100 mi

La solucién de sorbitol se afiade a 40 ml de agua destilada y la pirido pirimidina se suspende en ella. La sacarina,
el benzoato sddico y el agente saporifero se afladen y se disuelven. El volumen se ajusta a 100 ml con agua destilada.
Cada mililitro de jarabe contiene 5 mg de compuesto de la invencidn.
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Ejemplo 274
Preparacion de Solucion Parenteral

En una solucién de 700 ml de propilenglicol y 200 ml de agua para inyeccién se suspenden 20,0 g de 8-biciclo
[2.2.1]hept-2-il-2-fenilamino-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona con agitacién. Después de que la suspension sea com-
pleta, el pH se ajusta hasta 5,5 con 4cido clorhidrico y el volumen se lleva hasta 1000 ml con agua para inyeccion La
formulacién se esteriliza, se introduce en ampollas de 5,0 ml, que contienen cada una 2,0 ml (que representan 40 mg
del compuesto de la invencién) y se sellan bajo nitrégeno.

Ejemplo 275
Supositorios

Una mezcla de 400 mg de 8-(2-hidroxi-ciclopentil)-2-(4-piperidin-1-il-fenilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-
ona y 600 mg de aceite de teobroma se agita a 60°C a uniformidad. La mezcla se enfria y se deja endurecer en un
molde ahusado para proporcionar un supositorio de 1 g.
Ejemplo 276
Formulacion de Liberacion Lenta

Se convierten 500 mg de 8-(3-hidroxipropil)-2-(4-piperidin-1-il-fenilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona en
una sal hidrocloruro y se ponen en una bomba osmética Oros para la liberacién controlada para el tratamiento de la
aterosclerosis.
Ejemplo 277
Formulacion de Parche Cutdneo

Se mezclan 50 mg de (8-biciclo[2.2.1]hept-2-il-2-[4-[4-(2-morfolin-4-il-etil)-piperidin-1-il]-fenilamino]-8H-piri-
do[2,3-d]pirimidin-7-ona (exo0)) con 50 mg de monolaurato de propilenglicol en un adhesivo de polidimetilsiloxano.
La mezcla se dispone en forma de capa sobre una pelicula elastica elaborada con una formulacién adhesiva de polibu-
teno, poliisobutileno y monolaurato de propilenglicol. Las capas se ponen entre 2 capas de pelicula de poliuretano. Un

revestimiento de liberacién se liga a la superficie adhesiva y se retira antes de la aplicacién a una superficie cutdnea.
El monolaurato de propilenglicol sirve como un agente potenciador de la penetracion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula general II:

8 9
N NXY” z
|
P R3
RL—WJ\N 1;&1 o
r2

en la que:

la linea de puntos representa un doble enlace opcional de estereoquimica trans o cis;

Wes NH, S, SO o0 SO,;

Z es COOR’, CN, CHO, CH,0OR’, CH,NHR’, CONHR’ o COR’;

R! y R? se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en

H,

(CH,),Ar, donde el grupo arilo se selecciona entre fenilo o naftilo

(CH,),heteroarilo, donde el grupo heteroarilo tiene de 4 a 9 4tomos en el anillo, 1 a 4 de los cuales se seleccionan
independientemente entre el grupo que consiste en O, S y N, (CH,),heterociclo, que se refiere a un grupo cicloalquilo
como se define a continuacién, que tiene al menos un heterodtomo seleccionado entre O, S, NR,,

alquilo C;-C,,

cicloalquilo C5-C,y,

alquenilo C,_C,y, y

alquinilo C,-C,j,

dondenes 0, 1,2 6 3y los grupos

(CH,),Ar, alquilo, cicloalquilo, alquenilo y alquinilo estdn opcionalmente sustituidos con grupos de

NR*R’,

N(O)R*R?,

NR*R5R?Y,

fenilo,

fenilo sustituido con 1, 2 6 3 grupos seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C,-
C,o, alcoxi C,-C,, tio, tio-alquilo C,-C, hidroxi, -COOR’, amino de la férmula -NR*R> y T(CH,),,QR* 0 T(CH,),,
CO,R*, donde mes de 1 a6, Tes O, S, NR*, N(O)R*, NR*R°Y o CR*R?, Q es O, S, NR’, N(O)R® 0 NRR?Y,

hidroxi,

alcoxi C,-C,y,

fenoxi,

tiol,

tio-alquilo C,-C,,
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halo,
COR?Y,
CO,R*,
CONR*R?,
SO,NR*R’,
SO;R?,
PO;R*,
aldehido,
nitrilo,
nitro,
heteroariloxi, donde el grupo heteroarilo es como se ha definido anteriormente,

T(CH,),,QR*, C(O)T(CH,),,QR*, NHC(O)T(CH,),,QR* 0 T(CH,),,CO,R*, donde mes de 1 a6, T es O, S, NR*, N

(O)R*, NR'R’Y 0 CR*R’, Q es O, S, NR*, N(O)R?,

o NR°RY

R? es H o alquilo C,-C,,

R*y R® se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno,

alquilo C;-Cq

alquilo sustituido como se ha definido anteriormente

alquenilo C,-Csg,

alquinilo C,-Csg,

(CH,),Ar como se ha definido anteriormente

cicloalquilo C;-Cyg, 0

R* y R’ tomados junto con el nitrégeno al que estdn unidos forman opcionalmente un anillo que tiene de 3 a 7

atomos de carbono y dicho anillo contiene opcionalmente 1, 2 6 3 heterodtomos seleccionados entre el grupo que
consiste en

nitrégeno,

nitrégeno sustituido, donde la expresion “nitrégeno sustituido” se refiere al nitrégeno que tiene el grupo alquilo

C,-C4 0 (CH,),Ph, dondenes 1,2 6 3,

oxigeno, y

azufre;

R® es alquilo C,-Cy;

Y es un contraién halo;

R’ es uno de H, alquilo C,-C,, o fenilo;
R® y R? son independientemente

H;
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alquilo C;-C;,

NR*R’,

N(O)R*RS,

NR*R5R?Y,

hidroxi,

alcoxi como se ha definido anteriormente,
tiol,

tioalquilo como se ha definido anteriormente,
halo,

COR*, CO’R?,

CONR*R’, SO,NR*R?, SO;R*, PO;R*, CHO, CN 0 NO,;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que W es NH, y R8 y R9 son los dos hidrégeno.

3. Un compuesto de la reivindicacion 2, en el que R! es fenilo o fenilo sustituido como se ha definido anteriormente.
4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 3, que es:

3-(4-Etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de etilo;

3-(4-Amino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)acrilato de etilo;

Ester etilico del dcido 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)propiénico;
3-(4-Etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-acrilonitrilo; y

Ester etilico del dcido 3-(4-etilamino-2-fenilamino-pirimidin-5-il)-but-2-enoico;

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que W es S, SO o SO,.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 5, que es:
3-(4-Amino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo;
3-(4-Etilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo;
3-(4-Metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo;
3-(4-Metilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)-acrilonitrilo;
3-(4-Ciclopentilamino-2-metanosulfanil-pirimidin-5-il)acrilato de etilo;

Ester etilico del dcido 3-(4-ciclohexilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-acrilico;
Ester etilico del 4cido 3-(4-ciclopropilamino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-il)-acrilico; y

Ester etilico del dcido 4-[5-(2-etoxicarbonil-vinil)-2-metilsulfanil-pirimidin-4-il-amino]-piperidina-1-carboxilico.

7. Una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto seleccionado entre las reivindicaciones 1-6 junto

con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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8. Uso de un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones 1-6 para la preparacién de una com-
posicioén farmacéutica para controlar trastornos proliferativos seleccionados entre el grupo que consiste en cancer,
psoriasis, proliferacién del musculo liso vascular asociada con un trastorno seleccionado entre el grupo que consiste
en aterosclerosis, estenosis vascular post-quirdrgica y reestenosis en mamiferos.

9. Uso de un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones 1-6 para la preparacién de una composicion
farmacéutica para inhibir una quinasa dependiente de ciclina.

10. Uso de la reivindicacion 9 en el que dicha quinasa dependiente de ciclina es cdc?2.
11. Uso de la reivindicacion 9 en el que dicha quinasa dependiente de ciclina es cdk2.
12. Uso de la reivindicacion 9 en el que dicha quinasa dependiente de ciclina es cdk4 o cdk®6.

13. Uso de un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones 1-6 para la preparacién de una composi-
cioén farmacéutica para inhibir una tirosina quinasa mediada por factor de crecimiento.

14. Uso de la reivindicacién 13 en el que dicha tirosina quinasa mediada por factor de crecimiento es el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

15. Uso de la reivindicacién 13 en el que dicha tirosina quinasa mediada por factor de crecimiento es el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF).

16. Uso de un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones 1-6 para la preparacién de una composi-
cion farmacéutica para tratar a un sujeto que padece enfermedades provocadas por la proliferacion celular del misculo
liso vascular.

17. Uso de un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones 1-6 para la preparacién de una composi-
cion farmacéutica para tratar a un sujeto que padece cancer.

18. Un método para inhibir una quinasa dependiente de ciclina que comprende poner en contacto la quinasa de-
pendiente de ciclina con un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones 1-6.

19. Un método de la reivindicacién 18 en el que dicha quinasa dependiente de ciclina es cdc2.

20. Un método de la reivindicacién 18 en el que dicha quinasa dependiente de ciclina es cdk?2.

21. Un método de la reivindicacién 18 en el que dicha quinasa dependiente de ciclina es cdk4 o cdk6.

22. Un método para inhibir una tirosina quinasa mediada por factor de crecimiento que comprende poner en contac-
to dicha quinasa mediada por factor de crecimiento con un compuesto seleccionado entre una de las reivindicaciones

1-6.

23. Un método de la reivindicacién 22 en el que dicha tirosina quinasa mediada por factor de crecimiento es el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

24. Un método de la reivindicacién 22 en el que dicha tirosina quinasa mediada por factor de crecimiento es el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).
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