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RESUMO

“AMIDAS DO ACIDO TIENOPIRROLECARBOXILICO, AMIDAS DO ACIDO
PIRROLOTIAZOLE CARBOXILICO SUBSTITUIDAS E ANALOGOS RELACIONADOS,
COMO INIBIDORES DE CASEINA CINASE I EPSILON”

A presente invencdo descreve e reivindica compostos como
inibidores de caseina cinase Ie¢ humana e métodos para utilizar
os referidos compostos para tratar doencas do sistema nervoso
central e disturbios, incluindo disturbios de humor e disturbios
de sono. Também sao divulgadas e reivindicadas composicgdes
farmacéuticas compreendendo os referidos compostos e um método

para a preparacgao.
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DESCRICAO

“AMIDAS DO ACIDO TIENOPIRROLECARBOXILICO, AMIDAS DO ACIDO
PIRROLOTIAZOLE CARBOXILICO SUBSTITUIDAS E ANALOGOS RELACIONADOS,
COMO INIBIDORES DE CASEINA CINASE I EPSILON”

Antecedentes da Invencgéo
1. Campo da Invencao

Esta invencdo refere-se a uma série de amidas de
acido 4H-tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico, amidas do acido
4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-carboxilico, amidas do acido
6H-tieno[2,3-blpirrole-5-carboxilico, amidas do acido
4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico substituidas e andlogos
relacionados. Mails especificamente, a invencao refere-se a
amidas do &acido 4H-tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico , amidas do
dcido 4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-carboxilico, amidas do 4&cido
6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-carboxilico, amidas do acido
4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico 3-ariltio-substituidas e
3-heterociclotio-substituidas, e andlogos relacionados, e a
métodos para preparar os compostos da invencgdo. Os compostos da
invencdo sao inibidores de fosforilacdo pela caseina cinase I¢
humana do Periodo de proteina do reldédgio humano (hPER) e, assim,
sao Uteis como agentes farmacéuticos, especialmente no
tratamento e/ou prevencdo de doencas e disturbios relacionados

com O sistema nervoso central.



2. Descricao da Técnica

As variacgdes ritmicas no comportamento sao apresentadas por
vadrios organismos, desde células unitdrias até ao homem. Quando
0 ritmo persiste sob condicgcdes constantes e tem um periodo de
cerca de um dia, dependendo pouco da temperatura, o ritmo &
designado “circadiano” (Konopka, R.J. e Benzer, S. (1971) Proc.

Nat. Acad. Sci. USA 68, 2112-2116).

Os ritmos circadianos sdao gerados por estimuladores
cardiacos bioldgicos enddgenos (reldgios circadianos) e estéao
presentes na maioria dos organismos vivos incluindo humanos,
fungos, 1insectos e bactérias (Dunlap, J.C. (1999) Cell 96,
271-290; Hastings, J.W. et al. Circadian Rhythms, The Physiology
of Biological Timing. Em: Prosser, C.L. ed. Neural and
Integrative Animal Physioclogy, Nova Iorque: Wiley-Liss (1991)
435-546; Allada, R. et al. (1998) Cell 93, 791-804; Kondo et al.
(1994) Science 266, 1233-1236; Crosthwaite, S.K. et al. (1997)
Science 276, 763-769; Shearman, L.P. et al. (1997) Neuron, 19,
1261-1269). 0Os ritmos circadianos sao auto-sustentdveis e
constantes, até mesmo sob condigdes de escuriddo total, mas
podem ser sincronizados (arrastados) para um novo regime
dia/noite por sinais ambientais, tais como ciclos de 1luz e
temperatura (Pittendrigh, C.S. (1993) Annu. Rev. Physiol., 55,
16-54; Takahashi, J.S. (1995) Annu. Rev. Neurosci. 18, 531-553;
Albrecht, U. et al. (1997) Cell, 91, 1055-1064). Os reldgios
circadianos s&o essenciais para manter ritmos bioldgicos e
regular uma variedade de comportamentos circadianos, tais como
flutuagdes didrias no comportamento, alimentacdo e o ciclo
sono/vigilia, bem como variacgdes fisioldgicas, tais como

secregao hormonal e flutuacgdes na temperatura corporal



(Hastings, M. (1997) Trends Neurosci. 20, 459-464; Reppert, S.M.
e Weaver, D.R. (1997) Cell 89, 487-490).

Estudos genéticos e moleculares na mosca da fruta
Drosophila melanogaster conduziram a elucidagdo de alguns dos
genes envolvidos na ritmicidade <circadiana. ©Estes estudos
conduziram ao reconhecimento de uma via gque é estritamente
auto-regulada e compreendida por um ciclo de retroalimentacéo
negativo com base em transcricdo/translacdo (Dunlap, J.C. (1999)
Cell, 96, 271-290; Dunlap, J.C. (1996) Annu. Rev. Genet. 30,
579-601; Hall, J.C. (1996) Neuron, 17, 799-802). O0Os elementos
nucleares do oscilador circadiano na Drosophila consistem em
duas proteinas estimuladoras dCLOCK/dBMAL (CICLO) e duas
proteinas 1inibidoras dPERIOD (dPER) e dTIMELESS (dTIM). As
dCLOCK e dBMAL heterodimerizam formando o factor de transcricéo
dCLOCK/dBMAL que promove a expressdo de dois genes designados
Drosophila Period (dper) e Drosophila Timeless (dtim). Por
Gultimo, os mRNA destes genes sao transcritos, para proporcionar
as proteinas dPER e dTIM, respectivamente. Durante varias horas,
os produtos de proteina dPER e dTIM sao sintetizados e
fosforilados no citoplasma, atingem um nivel critico e formam
heterodimeros que sao translocalizados para o nuUcleo. Uma vez no
niucleo, dPER e dTIM funcionam como reguladores negativos da sua
prépria transcricdo, a acumulagcdo de dPER e dTIM diminui e a
activacdo de dper e dtim pelas dCLOCK/dBMAL inicia-se novamente
(Zylka, M.J. et al. (1998) Neuron 20, 1103-1110; Lowrey, P.L. et
al. (2000) 288, 483-491). Demonstrou-se qgue o0 gene dper € um
elemento necessario no controlo de ritmos circadianos no
comportamento da eclosdo no adulto (a emergéncia da mosca adulta
a partir da pupa) e actividade 1locomotora (Konopka, R.J., &
Benzer, S. (1971) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 68, 2112-2116). As

mutacdes sem sentido do gene per podem encurtar (pers) ou alongar



(per”) o periodo de ritmos circadianos, enquanto as mutacdes sem
sentido (per”) provocam arritmicidade nos seus comportamentos

(Hall, J.C. (1995) Trends Neurosci. 18, 230-240).

Em mamiferos, 0s nucleos supraquiasmaticos (SCN) do
hipotédlamo anterior sdao o local de um reldgio Dbioldgico
principal (para revisao, ver Panda et al, (2002) Nature 417,
329-335; Reppert, S.M. e Weaver, D.R. (1997) Cell, 89, 487-490).
O reldégio de SCN estd ligado ao dia de 24 horas pelo ciclo

didrio luz/escuro, com a luz a actuar através de vias retina-

para-SCN directa como indirecta (Klein, D.C. et al. (1991)
Suprachiasmatic Nuclei: The Mind’s Clock, Oxford University
Press, Nova Iorqgque). No SCN de roedores, trés genes Per foram

identificados e clonados e sao designados como Perl (mPerl),
mPer2 e mPer3 de murganho. 0Os produtos de proteina destes genes
de mamifero (mPER1, mPER2, mPER3) partilham varias regides de
homologia entre si e cada gene Per de mamifero codifica uma
proteina com um dominio de dimerizacdo de proteina designado por
PAS (PAS é um acrdénimo para as trés primeiras proteinas PER,
ARNT e SIM identificadas partilharem este dominio de dimerizacao
importante do ponto de vista funcional) que é altamente homdlogo
ao dominio PAS do PER de insecto. Todos os RNA mensageiros de
Per (mRNA) e niveis de proteina oscilam durante o dia circadiano
e estdao intimamente envolvidos na regulacdao positiva e negativa
do reldgio Dbioldgico, mas apenas mPER1 e mPER2 oscilam em
resposta a luz (Zylka, M.J. et al. (1998) Neuron 20, 1103-1110;
Albrecht, U. et al., (1997) Cell 91, 1055-1064; Shearman, L.P.
et al. (1997) Neuron 19, 1261-1269). O homdélogo mamifero do gene
tim de Drosophila foi clonado e designado por mTim. No entanto,
ndo houve nenhuma evidéncia de interacc¢des mPER-mTIM andlogas as
observadas em Drosophila e foi sugerido que interacg¢gdes PER-PER

podem ter substituido a funcgcdo de dimeros PER-TIM nas operagdes



moleculares do reldgio circadiano de mamifero (Zylka, M.J.
et al., (1998) Neuron 21, 1115-1122). Outra possibilidade €& que
08 ritmos em PER1 e PER2 formam ciclos de retroalimentacao
negativos gque regulam a actividade de transcrigao da proteina
Clock (via os seus dominios PAS) gue, por sua vez, regulam a
expressao de um, outro ou ambos os genes Per (Shearman, L.P. et

al. (1997) Neuron 19, 1261-1269).

Entender os papéis dos trés genes mPer no mecanismo de
reldégio de mamifero tem sido o objectivo de muita investigacao.
A homologia estrutural das proteinas mPER relativamente a dPER
conduziu a expectativa de que as proteinas mPER funcionariam
como elementos negativos no ciclo de retroalimentacao de
mamifero. Acredita-se que a PER1 estd envolvida na regulacao
negativa da sua prépria transcricgao no ciclo de
retroalimentacao, mas provas recentes apontam para o) seu
envolvimento na wvia de entrada (Hastings, M.H. et al. (1999)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 26, 15211-15216). A PER2 é a proteina
melhor caracterizada, e um murganho knock-out em mPER2
(mPer2®¥™y = sem 87 residuos na porcdo carboxilo do dominio de
dimerizacgdo PAS, tem um ciclo circadiano encurtado em valores de
luz-escuro normais, mas demonstram arritmicidade em escuridao
total. A mutacgdo também diminui a expressdo oscilante de mPerl e
mPer2 no SCN, indicando que a mPer2 poderda regular mPerl in vivo
(Zzheng, B. et al. (1999) Nature 400, 169-173). Foi demonstrado
que a PER2 tem uma funcao dupla na regulacgcdao das “transmissdes”
do reldgio central (Shearman, L.P. et al. (2000) Science 288,
1013-1018). Nesse estudo, foi demonstrado gque PER2 se liga a
proteinas do criptocromo (CRY) e translocaliza-se para o nucleo
onde o CRY regulou negativamente a transcricao é conduzida pelos
complexos transcripcionais positivos CLOCK e BMAL1.

Apds entrada no nucleo, a PER2 iniciou o braco positivo do



reldgio por regulacao positiva da transcricdo por BMALL por um
mecanismo ainda nao identificado. A funcdo de PER3 é pouco
entendida; no entanto, em murganhos “knockout” mPer3, é
observado um efeito subtil na actividade circadiana e, assim,
tem sido sugerido que a PER3 estéd envolvida nas vias de saida
controladas de forma circadiana (Shearman, L.P. et al. (2000)
Mol. Cell. Biol. 17, 6269-6275). Foi descrito que as proteinas
mPER interagem entre si e que a mPER3 pode servir como um
veiculo de mPER]1 e mPER2 para trazé-las para o nucleo, o que é
critico para a geracdo de sinais circadianos no SCN (Kume, K. et
al. (1999) Cell 98, 193-205; Takano, A. et al. (2000), FEBS
Letters, 477, 106-112).

Foi postulado que a fosforilacdo dos componentes do reldgio
circadiano regula a duracdo do ciclo. A primeira prova genética
de que uma proteina cinase especifica regqula o ritmo circadiano
de Drosophila foi a identificacdo do novo gene “doubletime”
(dbt) qgue codifica uma proteina cinase serina/treonina (Price
J.L. et al. (1998) Cell 94, 83-95; Kloss B. et al. (1998) Cell
94, 97-107). As mutacgdes sem sentido no dbt resultam num ritmo
circadiano alterado. O0Os alelos nulos de dbt resultam em

hipofosforilacdao de dPER e arritmia.

As cinases de mamifero mais intimamente relacionadas com
DBT sao caseina cinase Ie (CKIg) e caseina cinase Id (CKIJ). Foi
demonstrado que ambas as cinases se ligam a mPER1 e varios
estudos demonstraram gque CKIe fosforila ambas as PER1 de
murganho e de humano (Price J.L. et al. (1998) Cell 94, 83-95;
Kloss B. et al. (1998) Cell 94, 97-107). Num estudo com células
293T renais embriondrias de humano co-transfectadas com hCKIe do
tipo selvagem, a hPER1 mostrou um aumento significativo na

fosforilacdo (evidenciado por uma variagdo na massa molecular).



Neste estudo, a hPER1 fosforilada tinha uma meia vida de
aproximadamente doze horas, ao passo que hPER]1 nao fosforilada
permaneceu estavel na célula durante mais de 24 horas, sugerindo
que a fosforilagdo de hPER1 conduz a um decréscimo na
estabilidade da proteina (Kessler, G.A. et al. (2000)
NeuroReport, 11, 951-955). Outro estudo também mostrou gque a
consequéncia da fosforilacdo de PER1 por hCKIe inclui retencao
citoplasmatica e instabilidade de proteina (Vielhaber, E. et al.
(2000) Mol. Cell. Biol. 13, 4888-4899; Takano, A. et al. (2000)
FEBS Letters 477, 106-112).

Nao tem havido nenhuma razado bioquimica para escolher entre
CKIg ou CKI® como um potencial regulador em mamiferos até que
Lowery et al. [(2000) Science 288, 483-491] constatou que em
Hamsters Syrian Golden, mutacgdes semidominantes em CKIe (mutacao
tau, Ralph, M.R. e Menaker, M. (1988) Science 241, 1225-1227)
provocaram um dia circadiano encurtado em animais
heterozigdéticos (22 h) e homozigdticos (20 h). Neste caso,
niveis reduzidos de actividade CKIg resultaram em menor
fosforilagcdo de PER com niveis presumivelmente mais elevados de
proteina PER citoplasmdatica conduzindo a entrada no nucleo
melhorada e ciclos circadianos alterados. Mails recentemente, foi
sugerido que CKI® também pode estar envolvida na regulacao da
ritmicidade circadiana por modificacéao pbés—translacao de
proteinas hPER1 e hPER2 de reldgio de mamifero [Camacho, F.
et al., (2001) FEBS Letters 489 (2, 3), 159-165]. Assim,
inibidores, incluindo inibidores de moléculas pequenas, de CKIlg
e/ou CKI® de mamifero ou humano, proporcionam um novo meio para
variagdo ou reinicio de fase do reldgio circadiano. Como
discutido a seguir, a alteracdao de ritmo circadiano pode
encontrar utilidade para o tratamento de disturbios do sono ou

de humor.



A patente US6555328 Bl descreve métodos de rastreamento em
células para identificar compostos que alteram ritmos
circadianos com base num composto de ensaio alterando a
capacidade de caseina cinase 1le¢ humana e/ou caseina cinase 10
humana em fosforilar as proteinas hPER1, hPER2 e hPER3 de
relégio de humano. Por exemplo, as células HEK293T sao
co-transfectadas com hCKIe e Perl ou Per2. Para o objectivo de
avaliar a importéncia da inibicdo de CKIe¢ e inibidores de CKIe
para a biologia circadiana, foi desenvolvido um ensaio celular
de elevado rendimento (33*® Annual Meeting, Soc. for Neurosci.,
8-12 de Novembro de 2003, Numeros de resumo 284.1, 284.2e 284.3)
no qual o ritmo circadiano pudesse ser monitorizado de um modo
rotineiro. O ensaio consiste em fibroblastos de Rat-1 que
expressam, de um modo estéavel, uma construcao Mperl-luc,
permitindo assim a determinacao da activagado ritmica do promotor
Mperl em células vivas por estimativa repetida de actividade de
luciferase por monitorizacdo da emissdo de 1luz durante varios
dias. O formato de medida repetida do ensaio permite a avaliacéao
exacta e reprodutivel dos efeitos dependentes da concentracao de
inibidores de CKIe¢ no ritmo circadiano e proporciona o elo para
relacionar a inibicdo de CKIe¢ com a alteracdo do periodo

circadiano.

Os disturbios do sono tém sido classificados em quatro
categorias principais que incluem disturbios do sono primdarios
(dissd6bnias e parassdnias), disturbios do sono relacionados com
disturbios clinicos/psiquidtricos e uma categoria de disturbios
do sono proposta para disturbios do sono que nao podem ser
classificados devido a dados insuficientes. Julga-se que 08
disturbios do sono primdrios surgem de anomalias nos sistemas
intrinsecos responsaveis pela producdo (sistema homeostdtico) ou

temporizacdao (sistema circadiano) de sono-vigia. As dissdnias



sdo disturbios no inicio ou manutencdo do sono e incluem insénia
primaria, hipersdnia (sonoléncia excessiva), narcolepsia,
disturbio do sono relacionado com respiracao, disturbio do sono
do ritmo circadiano e dissdénias nao especificadas de outro modo.
A insénia primdria € caracterizada pela persisténcia (>1 més) na
dificuldade de iniciar e manter o sono ou do sono nao reparador.
As dificuldades em dormir, relacionadas com insénia primaria,
conduzem a angustia ou disfuncdo significativa, incluindo
irritabilidade durante o dia, perda de atencdao e concentracao,
fadiga e mau estar, e deterioragcdo do humor e motivacao.
Os disturbios do sono do ritmo circadiano incluem sindrome de
jet lag, disturbio do sono devido a trabalho por turnos,
sindrome da fase do sono avancado e sindrome da fase do sono
atrasado (J. Wagner, M.L. Wagner e W.A. Hening, Annals of
Pharmacotherapy (1998) 32, 680-691). Os individuos num paradigma
do sono forgcado demonstram uma maior vigilia, como  uma
percentagem de tempo de sono, em determinados periodos do dia
circadiano (Dijk e Lockley, J. ZAppl. Physiol. (2002) 92,
852-862). Tem sido geralmente aceite que com a idade existe um
avango no nosso ritmo circadiano para o sono e resulta,
frequentemente, em menor sono de qgualidade (Am J Physiol
Endocrinol Metab. (2002) 282, E297-E303). Assim, o sono que
ocorre fora da fase circadiana pode sofrer, em termos
qualitativos e qguantitativos, como ainda exemplificado por
alteragcbes no sono, em trabalho por turnos e Jjet lag. O
distirbio do reldgio circadiano humano pode provocar disturbios
do sono e o0s agentes que modulam a ritmicidade circadiana, tais
como um inibidor de CKIg e/ou CKI®, podem ser uUteis para o
tratamento de disturbios do sono e, em particular, disturbios do

sono do ritmo circadiano.



Os disturbios de humor estdao divididos em disturbios
depressivos (“depressao unipolar”), disturbios bipolares e dois
distuirbios baseados em etiologia que incluem disturbio de humor
devido a um estado clinico geral e disturbio de humor induzido
por substdncia. Os disturbios depressivos sdo sub-classificados
como disturbio depressivo principal, disturbio distimico e
disturbio depressivo nado indicado de outra forma. Os disturbios
bipolares sado sub-classificados como disturbio Dbipolar I e
disturbio bipolar II. Tem sido observado que o “padrdo sazonal”
especificador pode ser aplicado a disturbios depressivos
principais que sao recorrentes e ao padraoc de episddios
depressivos principais em disttirbio bipolar I e disturbio
bipolar II. A anergia proeminente, hipersonia,
sobre—-alimentacao, aumento de peso e uma apeténcia para
hidratos de carbono, caracterizam, frequentemente, episddios
depressivos principais que ocorrem num padrao sazonal. Nao é
claro se um padrdao sazonal € mais provavel num distuarbio
depressivo principal que é recorrente ou em disturbios
bipolares. No entanto, nos disturbios bipolares, um padrao
sazonal parece ser mais provavel no disturbio bipolar II do que
no disturbio bipolar I. Em alguns individuos, o inicio de
episdédios maniacos ou hipomaniacos também pode estar ligado a
uma estagdao em particular. O padrao sazonal do tipo inverno
parece variar com a latitude, idade e sexo. A prevaléncia
aumenta com latitudes mais elevadas, pessoas mais novas tém um
risco mais elevado para episdédios depressivos de Inverno e as
mulheres compreendem 60% a 90% das pessocas com padrao sazonal.
O disturbio afectivo sazonal (SAD), um termo normalmente
utilizado em literatura, é um subtipo de distirbio de humor que
no Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV
(DSM-1IV) (American Psychiatric Association: *“Diagnostic and

Statistical Manual of Mental Disorders”, Quarta Edicao, Reviséao

10



de Texto. Washington, DC, American Psychiatric Association,
2000) é denominado pelo termo “com padrdao sazonal” ao descrever
um padrao sazonal de episédios depressivos principais em
disturbio bipolar I, disturbio bipolar IT ou disturbio
depressivo principal recorrente (E. M. Tam et al., Can. J.
Psychiatry (1995) 40, 457-466) . As caracteristicas e
diagnésticos de disturbios depressivos, disturbio depressivo
principal e episdédio depressivo principal, disturbio bipolar I,
disturbio bipolar II e efeitos sazonais estdao descritos em

DSM-IV.

Tem sido demonstrado que doentes que sofrem de disturbios
depressivos principais, incluindo SAD que é caracterizada por
episdédios depressivos recorrentes, tipicamente, no Inverno,
respondem positivamente a terapia de 1luz (Kripke, Journal of
Affective Disorders (1998) 49 (2), 109-117). O sucesso de
tratamento com 1luz clara para doentes com SAD e depressao
principal resultou na proposta de vadrias hipdteses para explicar
0 mecanismo de acgao subjacente para o efeito terapéutico da
luz. Estas hipdteses incluiram a “hipdtese de ritmo circadiano”
que sugere que o efeito anti-depressivo da luz clara podia estar
associado a variacadao de fase do pacemaker circadiano relativo ao
sono (E. M. Tam et al., Can. J. Psychiatry (1995) 40, 457-466).
Suportando a ligacdo entre terapia de luz e ritmo circadiano, a
terapia de 1luz clinicamente eficaz em disturbios depressivos
principais provoca uma variagao concomitante na fase circadiana
e a eficdcia clinica da terapia de 1luz parece depender da
capacidade de variacao de fase da terapia de 1luz (Czeisler
et al., The Journal of Physiology (2000) 526 (Part 3), 683-694;
Terman et al., Arch. Gen. Psychiatry (2001) 58, 69-75) .
Adicionalmente, foi demonstrado que a terapia de luz acelera e

aumenta a eficdcia do tratamento farmacoldégico de disturbios
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depressivos principais (Benedetti et al., J. Clin. Psychiatry
(2003) 64, 648-653). Assim, esperar-se-ia que a inibicao de
caseina cinase Ie¢ e/ou caseina cinase Id poderia provocar uma
variacao da fase <circadiana e tal inibicdo representa uma

potencial terapia mono ou combinada para disturbios do humor.

Deve gser notado gque o disturbio do sono € um critério
sintomdtico para varios disturbios psiquidtricos (W.V. McCall,
J. Clin. Psychiatry (2001) 62 (suppl 10), 27-32).
Os disturbios do sono sao uma caracteristica comum de disturbios
depressivos e a insdénia € o disturbio do sono que é
frequentemente documentado na depressao, ocorrendo em mais de
90% de doentes deprimidos (M.E. Thase, J. Clin. Psychiatry
(1999) 60 (suppl 17), 28-31). Varias provas suportam uma
patogénese comum para insdnia primdria e disturbio depressivo
principal. Tem sido considerado como hipdtese que a
hiperactividade do factor de libertacdo da corticotrofina (CRF)
(devido a predisposicao genética ou, possivelmente, stress
prematuro) e stress induz um processo conduzindo a perturbacdes
do sono exageradas e prolongadas e, eventualmente, insénia
primaria. A ritmicidade circadiana em secregdo de CRF sob
condicdes de ndo stress poderd desempenhar um papel na expressao
sono-vigia normal (G.S. Richardson e T. Roth, J. Clin Psychiatry
(2001) 62 (suppl 10), 39-45). Assim, o0s agentes gque modulam a
ritmicidade c¢ircadiana, por exemplo, por inibicdo de caseina
cinase Ie¢ e/ou caseina cinase 106, podem ser uteis para o
tratamento de disturbios depressivos devido a efeitos na

secrecao de CRF.

Todas as referéncias aqui referidas acima, sao aqui

incorporadas por referéncia na sua totalidade.
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Meggio, F et al. European Journal of Biochemistry,
vol. 187, 1990, 89-94 descrevem um estudo da especificidade e
modo de acgao de 17 analogos de 5,6-Dicloro-1-(B-D-

ribofuranosil)benzimidazole como inibidores de caseina cinase.

Mashhoon, N. et al. J. Biol. Chem., wvol. 275, 2000,
20052-20060 descrevem um estudo da capacidade de
3-[(2,4,6-trimetoxifenil)metilidenil]-indolin-2-ona (IC261) para

inibir a caseina cinase-1.

Ning, K. et al. Nature Neuroscience, vol. 7, Maio de 2004,
489-490 descrevem um estudo do papel das caseina cinases
I¢-Id6 na modulacdo da funcado do receptor GABA, em células “clock”

de nucleos supraquiasmaticos (SCN).

Assim, é um objecto desta invencdo proporcionar uma série
de amidas do 4acido 4H-tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico, amidas
do &4cido 4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-carboxilico, amidas do 4acido
oH-tieno[2,3-blpirrole-5-carboxilico, amidas do acido
4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico substituidas e andlogos
relacionados gque sdo inibidores de caseina cinase Ie. Este
objecto e outros objectos desta invencdo tornam-se evidentes a

partir da discussdo detalhada da invencao que se segue.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencao proporciona amidas do acido
4H-tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico, amidas do acido
4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-carboxilico, amidas do acido
bH-tieno[2,3-blpirrole-5-carboxilico, amidas do acido

4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico substituidas e andlogos
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relacionados de férmula (1) e férmula (I1), e os
estereoisdmeros, enantidmeros, racematos e tautdémeros dos
referidos compostos e 0s seus sais farmaceuticamente aceitaveis,
como inibidores de actividade de caseina cinase Ie¢ humana, € o0s
compostos de fdérmula (I) e fdérmula (II) para utilizagao como
agentes farmacéuticos no tratamento de doengas e disturbios do
sistema nervoso central, tais como, por exemplo, disturbios do
humor, incluindo disturbio depressivo principal, disturbio
bipolar I e disturbio bipolar 1II, e disturbios do sono,
incluindo disturbios do sono de ritmo circadiano, tais como, por
exemplo, disturbio do sono devido a trabalho por turnos,
sindrome de jet 1lag, sindrome da fase do sono avancgado e
sindrome da fase do sono retardado. A presente invencao também
proporciona métodos para preparar os compostos de férmula (I) e

férmula (II) da invencao.

Em conformidade, uma forma de realizacgdo alargada da
invengcdo ¢é dirigida para um composto de férmula (I) ou

férmula (IT):

x/ R3 X R3
M R, L 2
4
R["*g | N R[_ﬂ< I b
\ R
R, 1

(1) (1)

em que

X é& S ou S(O)q.;

Ri1 € H ou alquiloC;-Ce;
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R2 é NR5R6,'

R; € arilo ou heterociclo;

Ry é H, algquiloC,-Cg, alceniloC,-Cg, alciniloCy,—-Cg,
aril-(alquiloC;-Cq), heterociclo-(alquiloCi-Cs¢),
alcoxiloCq,—Ceg, aril-(alcoxiloC.-Cq), heterociclo-
(alcoxiloCqi-Cq), CFs, halogéneo, SH, alquilCie¢tio,

aril-(alquilC;-C¢tio), heterociclo-(alquilC:-Ce¢tio), NO,, NHg,
NRsRs, aril-(alquilC;-Cgamino), heterociclo-
(algquilC;-Cgamino), ou XR; em que X e R3; sao como definidos
acima;

Rs ¢ H ou alquiloCi-Ce;

R ¢ H ou alquiloCi-Ce;

L € N ou CRy, em que Ry € H ou alquiloC;-Cg;

M é S, O ou NRg, em que Rg é H, alguiloC,;-Cg,

aril-(alquiloC;-C¢), heterociclo-(algquiloC;-C¢) ou acilo;

n € 1l ou 2; ou

um seu estereoisdmero, um enantidmero, um racemato ou um

tautdémero; ou

um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Outra forma de realizacdo da presente descricdo refere-se a

um método para inibir a actividade da caseina cinase Ig, num
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doente compreendendo administrar, ao referido doente, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de férmula (I)

ou férmula (II).

Outra forma de realizacdo da presente descricdo refere-se a
um método para tratar um doente que sofre de uma doenca ou
distuirbio melhorado pela inibicdo da actividade de caseina
cinase Ie¢ que compreende administrar, ao referido doente, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de fdérmula I

ou férmula II.

Uma outra forma de realizacdao da presente invencéao
refere-se a um processo para preparar um composto de férmula (1)

ou férmula (II).

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGCAO

Como aqui utilizado, “estereoisdmero” ¢é um termo geral
utilizado para todos os isdmeros de moléculas individuais que
diferem apenas na orientacdo dos seus &tomos no espaco. O termo
estereoisdmero inclui isdémeros de imagem no espelho
(enantidémeros), misturas de isdmeros de imagem no espelho
(racematos, misturas racémicas), isdmeros geométricos (cis/trans
ou E/Z) e isdmeros de compostos com mais do que um centro quiral
gue nao sao imagens no espelho um do outro (diaestereoisdmeros).
Os compostos da presente invengdao podem ter centros assimétricos
e ocorrem como racematos, misturas racémicas, diaestereoisdmeros
individuais, ou enantidmeros, ou podem existir como isdmeros
geométricos, com todas as formas isoméricas dos referidos

compostos estando incluidas na presente invencéao.
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Como aqui wutilizado, “R" e “S” sao utilizados como
geralmente utilizados em quimica orgdnica para referir a
configuracdo especifica de um centro quiral. O termo “R”
(rectus) refere-se a configuracdo de um centro guiral com uma
relacao de prioridades de grupo no sentido dos ponteiros do
relégio (do mais elevado para o segundo mais baixo) quando
visionado ao longo da ligacao de encontro ao grupo de menor
prioridade. O termo “S” (sinister) refere-se a configuracdo de
um centro gquiral com uma relacdao de prioridades de grupo no
sentido inverso ao dos ponteiros do reldgio (do mais elevado
para o segundo mais baixo) quando visionado ao longo da ligacao
de encontro ao grupo de menor prioridade. A prioridade de grupos
é baseada em regras de sequéncia em que a prioridade é baseada
em primeiro lugar, no numero atdmico (por ordem de numero
atdémico decrescente). Uma listagem e discussdo de prioridades
estd contida em Stereochemistry of Organic Compounds, Ernest L.
Eliel, Samuel H. Wilen e Lewis N. Mander, editors,

Wiley-Interscience, John Wiley & Sons, Inc., Nova Iorgque, 1994.

Além do sistema (R)-(S), o sistema D-L mais antigo também
pode ser aqui wutilizado para referir configuracao absoluta,
especialmente com referéncia a aminodcidos. Neste sistema, uma
férmula de projecgao de Fischer € orientada de modo a que o©
carbono numero 1 da cadeia principal estd no topo. O prefixo “D”
é utilizado para representar a configuracao absoluta do isdmero
no qual o grupo funcional (determinante) estd a direita do

carbono, no centro quiral e “L”, a do isdmero no qual estd a

esquerda.
Como aqui utilizado, “tautdédmero” ou “tautomerismo”
refere-se a co-existéncia de dois (ou mais) compostos que

diferem entre si apenas na posicdo de um (ou mais) atomos labeis
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e na distribuicdao de electrdes, por exemplo, tautdmeros ou

tautomerismo ceto-endlico.

Como aqui wutilizado, “alquilo” refere-se a um grupo
hidrocarboneto alifdtico de cadeia linear ou ramificada tendo
desde um até seis Atomos de carbono e inclui metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo e grupos
semelhantes. Incluido no significado de “alquilo” estao

“alquileno” ou “alcilenilo” como definidos abaixo.

Como aqui utilizado, *“alguileno” ou “alquilenilo” refere-se
a uma cadeia alifatica linear ou ramificada, divalente,
saturada, de um a seis carbonos e inclui metilenilo, etilenilo,
propilenilo, isopropilenilo, butilenilo, isobutilenilo,
t-butilenilo, pentilenilo, isopentilenilo, hexilenilo e 0s

grupos semelhantes.

Como aqui wutilizado, *“alcenilo” refere-se a uma cadeia
alifédtica ndo saturada, monovalente, linear ou ramificada, tendo
desde dois a seis &atomos de carbono e inclui etenilo (também
conhecido como wvinilo), 1l-metiletenilo, 1l-metil-l-propenilo,
l-butenilo, l-hexenilo, 2-metil-2-propenilo, 2,4-hexadienilo,
l-propenilo, 2-propenilo, 2-butenilo, 2-pentenilo, e 0S grupos

semelhantes.

Como aqui utilizado, *“alcinilo” € uma cadeia aliféatica,
linear ou ramificada, monovalente, nao saturada, tendo desde
dois a seis 4&tomos de carbono com, pelo menos, uma ligacéo
tripla e inclui etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo, 1l-hexinilo,

2-propinilo, 2-butinilo, 2-pentinilo e o0s grupos semelhantes.
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Como aqui utilizado, *“alcoxilo” ou "alquiloxilo” referem-se
a um substituinte monovalente que consiste numa cadeia alquilo,
linear ou ramificada, tendo desde um a seils Aatomos de carbono
ligados através de um Aatomo de oxigénio éter e tendo a sua
ligagao de valéncia livre a partir do oxigénio éter e inclui
metoxilo, etoxilo, propoxilo, isopropoxilo, butoxilo,

sec-butoxilo, terc-butoxilo, e os grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, “alquiltio” refere-se a um
substituinte monovalente que consiste numa cadeia alquilo,
linear ou ramificada, tendo desde um a seils 4atomos de carbono
ligados através de um atomo de enxofre e tendo a sua ligacao de
valéncia livre a partir do enxofre e inclui metiltio, etiltio,
propiltio, isopropiltio, butiltio, sec-butiltio, terc-butiltio,

e 0s grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, *“alceniloxilo” refere-se a uma cadeia
alifatica, linear ou ramificada, monovalente nao saturada, tendo
desde dois a seis atomos de carbono ligados através de um atomo

de oxigénio éter e tendo a sua ligacdo de valéncia livre a

partir do oxigénio éter e inclui eteniloxilo (também
conhecido como viniloxilo), l-metileteniloxilo, l-metil-1-
propeniloxilo, l-buteniloxilo, l-hexeniloxilo, 2-metil-2-
propenilo, 2,4-hexadieniloxilo, l-propeniloxilo,

2-propeniloxilo, 2-buteniloxilo, 2-penteniloxilo, e 08 grupos

semelhantes.

Como aqui utilizado, *“alciniloxilo” refere-se a uma cadeia
alifdtica, linear ou ramificada, monovalente ndo saturada, tendo
desde dois a seis atomos de carbono com, pelo menos, uma ligacéo
tripla ligados através de um &atomo de oxigénio éter e

tendo a sua ligacao de valéncia livre a partir do
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oxigénio éter e inclui etiniloxilo, l-propiniloxilo,
l-butiniloxilo, l-hexiniloxilo, 2-propiniloxilo, 2-butiniloxilo,

2-pentiniloxilo, e os grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, o termo cicloalquiloC;-Cs refere-se a
uma estrutura anelar hidrocarbonada saturada contendo desde trés
a oito &tomos de carbono e inclui ciclopropilo, ciclobutilo,

ciclopentilo, ciclo-hexilo, ciclo-heptilo, e semelhantes.

Como aqui wutilizado, *arilo” ou *“Ar” significa qualquer
anel carbonado monociclico, Dbiciclico ou triciclico, estavel,
cpm até sete membros em cada anel, em que, pelo menos, um anel &
aromdatico e ndo substituido ou substituido com desde um até

trés substituintes seleccionados do grupo consistindo de

metilenodioxilo, hidroxilo, alcoxiloC;—-Cg, halogéneo,
alquiloCy;—-Ce, alceniloCy,—Ceg, alciniloC;-Cg, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, -NO,, —-NH,, -NH(alquiloC;-Cq),
-N(alquiloCi-Cg¢) 2, -NH-acilo e -N(alquilC;-Cg¢)acilo. Exemplos
de “arilo” ou “Ar”, incluem fenilo, 2-clorofenilo, 3-
clorofenilo, 4-clorofenilo, 2-fluorofenilo, 3-fluorofenilo,
4-fluorofenilo, 2-bromofenilo, 3-bromofenilo, 4-bromofenilo,
2-trifluorometilfenilo, 3-trifluorometilfenilo,
4—trifluorometilfenilo, 2-metoxifenilo, 3-metoxifenilo,
4-metoxifenilo, 2—aminofenilo, 3—-aminofenilo, 4—aminofenilo,
2-metilfenilo, 3-metilfenilo, 4-metilfenilo, 2-nitrofenilo,
3-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-diclorofenilo,

2,3-diclorofenilo, 3,5-dimetilfenilo, 2-trifluorometoxifenilo,
3-trifluorometoxifenilo, 4-trifluorometoxifenilo, naftilo,

tetra-hidronaftilo e bifenilo.

Como aqui utilizado, o termo “aril-(alquiloC;-Cg)” refere-se

a um grupo arilo, como definido acima, ligado por uma cadeia
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alquileno, linear ou ramificada, contendo um a seis &tomos de
carbono e tendo a sua ligacadao de valéncia livre a partir de um
dos carbonos alquileno da cadeia. Exemplos de
“aril-(alquiloC,-Cg¢)” incluem fenilmetilo (benzilo), feniletilo,
p-metoxibenzilo, p-fluorobenzilo, p-clorobenzilo, e 0S8 grupos

semelhantes.

Como aqui utilizado, 0 termo “aril-(alcoxiloC1-Cg)"”
refere-se a um grupo arilo, como definido acima, ligado por uma
cadeia alquileno, linear ou vramificada, contendo um a seis
atomos de carbono ligados através de um &dtomo de oxigénio éter e
tendo a sua ligacgdo de valéncia livre a partir do oxigénio éter.
Exemplos de aril-(alcoxiloC;-Cs) incluem fenilmetoxilo

(benziloxilo), feniletoxilo, e os grupos semelhantes.

Como agqui utilizado, o termo “aril-(alquilC;-Cgamino)”
refere-se a um grupo arilo, como definido acima, ligado por uma
cadeia alquileno, linear ou vramificada, contendo um a seis
atomos de carbono ligados através de um atomo de azoto e tendo a
sua 1ligacao de valéncia 1livre a partir do azoto em dque o0
referido azoto estéd, opcionalmente, substituido com um
hidrogénio ou um alquiloC;-C¢. Exemplos de aril-(alquilC;-Cgamino)
incluem fenilmetilamino (benzilamino), feniletilamino, N-metil-

N-benzilamino, e os grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, 0 termo “aril-(alquilC,-C¢tio)”,
refere-se a um grupo arilo, como definido acima, ligado por uma
cadeia alquileno, linear ou vramificada, contendo um a seis
atomos de carbono ligados através de um atomo de enxofre e tendo
a sua ligacao de valéncia livre a partir do enxofre. Exemplos de
aril-(alquilC;-Cgtio) incluem fenilmetiltio (benziltio),

feniletiltio, e os grupos semelhantes.
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Como aqui utilizado, o termo “acilo” refere-se a um grupo
H-(C=0) -, alquilC;-C¢—(C=0) —, aril-(C=0) -, aril (alquilC,-Cg¢) -
(C=0)-, heterociclo-(C=0)- ou heterociclo(alquilC;-C¢)-(C=0)—-, em
que alquilo, arilo e heterociclo sdo como aqui definidos e tendo
a sua ligacdo de valéncia livre a partir da unidade carbonilo
(C=0) . Incluido no significado de acilo estao acetilo,
propionilo, butirilo, isobutirilo, trifluoroacetilo,

tricloroacetilo, benzoilo, e os grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, “heterociclo” ou “heterociclico”
significa um anel heterociclico monociclico estdvel de 5 a 7
membros ou biciclico estdvel de 8 a 11 membros, o qual esta
saturado ou ndo saturado, e que consiste em &tomos de carbono e
de um a trés heterodtomos seleccionados do grupo que consiste em
N, O e S, e em que o0s heterodtomos azoto e enxofre podem estar,
opcionalmente, oxidados e o} heterodtomo azoto pode ser,
opcionalmente, gquaterndrio e incluindo qualquer grupo biciclico
em que dqualquer dos anéis heterociclicos acima definidos esta
fundido a wum anel benzeno. O anel heterociclico pode estar
ligado a qualquer heterodtomo ou atomo de carbono que resulte na
formacdo de uma estrutura estédvel. O anel heterociclico pode ser
ndo substituido ou substituido com desde um a trés substituintes
seleccionados do grupo que consistindo de
alcoxiloC,-C4, hidroxilo, halogéneo, alquiloC,-Cq, alceniloC,-Cg,
alciniloC,-C4, trifluorometilo, trifluorometoxilo, -NO,, -NH,,
-NH(alquiloC,-Cyq), -N(alquiloC,—Csg) 5, -NH-acilo e
-N(alquilC;-C¢)acilo. Exemplos de tais elementos heterociclicos
incluem piperidinilo, piperazinilo, 2-oxopiperazinilo,
2—-oxopiperidinilo, 2—-oxopirrolidinilo, 2-oxoazepinilo,
azepinilo, pirrolilo, pirrolidinilo, pirazolilo, pirazolidinilo,
imidazolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, piridilo,

pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, oxazolilo,
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oxazolidinilo, isoxazolilo, isoxazolidinilo, morfolinilo,
tiazolilo, tiazolidinilo, isotiazolilo, quinuclidinilo,
isotiazolidinilo, indolilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
benzimidazolilo, tiadiazolilo, benzopiranilo, benzotiazolilo,
benzoxazolilo, furilo, tetra-hidrofurilo, benzofuranilo,
tetra-hidropiranilo, tienilo, benzotienilo, tiamorfolinilo e

oxadiazolilo.

Como aqui utilizado, o termo “heterociclo-(alquiloC;-Cg)” ou
“heterociclico-(alquiloC;-C¢)"” refere-se a um heterociclo ou anel
heterociclico, <como definido acima, ligado por uma cadeia
alquileno, linear ou ramificada, contendo um a seis 4atomos de
carbono, a outro Aatomo de carbono ou a um heterodtomo

seleccionado do grupo consistindo de O, N e S. Incluido no

significado de heterociclo(alquiloC;—Ce) ou
heterociclico(alquiloC;-Cg) estao 4-piridinilmetilo,
3-piridinilmetilo, 2-piridinilmetilo, 2-furanometilo,

2-tenil (2-tiofenometilo), 5-nitro-2-tenilo, 5-(2-clorofenil)-2-
furanometilo, 1-(fenilsulfonil)-1H-pirrole-2-metilo, e 0S8 grupos

semelhantes.

Como aqui wutilizado, o termo “heterociclo-(alcoxiloC,-Cg)”
ou *heterociclico-(alcoxiloC;-C¢)"” refere-se a um heterociclo ou
anel heterociclico, como definido acima, ligado por uma cadeia
alquileno, linear ou ramificada, contendo um a seis 4atomos de
carbono ligados através de um atomo de oxigénio éter e tendo a

sua ligacdo de wvaléncia livre a partir do oxigénio éter.

Incluido no significado de heterociclo(alcoxiloC;—-Cg)
ou heterociclico(alcoxiloC;—Cg) estao 2-tienilmetoxilo,
3-tienilmetoxilo, 2—-furanometoxilo, 3-furanometoxilo,

4-piridinilmetoxilo, 3-piridinilmetoxilo, 2-piridinilmetoxilo, e

0s grupos semelhantes.
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Como aqui utilizado, o) termo “heterociclo-
(alquilC;-Cgamino)” ou “heterociclico-(alquilC;-Cgamino)”
refere-se a um heterociclo ou anel heterociclico, como definido
acima, ligado por uma cadeia alguileno, linear ou ramificada,
contendo um a seis Aatomos de carbono ligados através de um atomo
de azoto e tendo a sua ligacado de valéncia livre a partir do
azoto, em que o referido azoto estd, opcionalmente, substituido
com um hidrogénio ou um alquiloCi;-C¢. Incluido no significado de
heterociclo(alquilC,;-Cgamino) ou heterociclico(alquilC;-Cgamino)
estao 2-tienilmetilamino, 3-tienilmetilamino,
2—-furanometilamino, 3-furanometilamino, 4-piridinilmetilamino,
3-piridinilmetilamino, 2-piridinilmetilamino e 0s grupos

semelhantes.

Como aqui utilizado, o termo “heterociclo-(alquilC;-Cetio)”
ou "“heterociclico-(alquilC;-C¢tio)” refere-se a um heterociclo ou
anel heterociclico, como definido acima, ligado por uma cadeia
alquileno, 1linear ou ramificada, contendo um a seis 4&atomos de
carbono ligados através de um &atomo de enxofre e tendo

a sua ligacao de wvaléncia 1livre a ©partir do enxofre.

Incluido no significado de heterociclo(alquilC;-Ce¢tio) ou
heterociclico(alquilC;-Cg¢tio) estao 2-tienilmetiltio,
3-tienilmetiltio, 2-furanometiltio, 3-furanometiltio,

4-piridinilmetiltio, 3-piridinilmetiltio, 2-piridinilmetiltio, e

0s grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, “halogéneo”, “hal” ou “halo”
referem-se a um membro da familia de fluor, cloro, Dbromo ou

iodo.

Quando gqualguer variavel (e. g., arilo, heterociclo, Ri, Ry,

Rs, Ra, Rs, Rg¢, Ry, Rg, X) ocorre mais do gque uma vez em qualquer
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constituinte ou num composto de férmula (I) ou férmula (ITI)
desta invencao, a sua definicéao em cada ocorréncia é
independente da sua definicdo em qualquer outra ocorréncia, a
menos qgue 1indicado de outra forma. Além disso, combinacdes de
substituintes e/ou varidveis sdo permitidas apenas se tais

combinag¢des resultarem em compostos estaveis.

Como aqui utilizado, *“tratar”, “tratando” ou “tratamento”

referem-se a:

(i) prevenir uma doenca, disturbio ou estado de ocorrer num
doente que pode estar predisposto a doenca, distuarbio e/ou
condig¢do, mas que ainda ndo foi diagnosticado como tendo a

mesma,

(ii) inibir uma doencga, disturbio ou estado, i.e., travar o

seu desenvolvimento; ou

(iii) aliviar wuma doenca, disturbio ou estado, 1i. e.,

provocar a regressdo da doenca, disturbio e/ou estado.

Como aqui utilizado, o termo “doente” refere-se a um animal
de sangue quente, tal como um mamifero que estd afectado com uma
doenca, disturbio ou estado em particular. Estd explicitamente
entendido que cobaios, céaes, gatos, ratos, murganhos, cavalos,
gado, bovideos e humanos sao exemplos de animais que estdo no

ambito do significado do termo.
Como aqui wutilizado, “doenca” refere-se a uma doencga,

enfermidade ou uma interrupcgao, cessacao ou disturbio de

fungdes, sistemas ou dérgaos corporais.
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Como aqui utilizado, *“disturbio” refere-se a um disturbio
da funcao, estrutura ou ambos resultando de falha genética ou
embrioldgica em desenvolvimento, ou de factores exdgenos, tais

como veneno, lesao ou doenca.

Como aqui utilizado, *“estado” refere-se a um estado de ser,

saude ou aptidédo fisica.

Como aqui utilizado, *“profilaxia” refere-se a prevengdo de

doenca.

Como aqui utilizado, 0 termo “disturbio do sono”,

“disturbios do sono” ou “perturbacdo do sono” significa insénia.

Como aqui wutilizado, o termo “insénia” significa a
incapacidade para dormir na auséncia de impedimentos externos,
tais como barulho, 1luz clara, etc., durante o periodo em que
dormir deveria ocorrer naturalmente e a incapacidade para dormir
pode wvariar em grau desde agitacdo ou sono perturbado a uma
redugdao da duragdo normal do sono ou uma vigilia absoluta. O
termo “insénia” inclui insénia primdria, insdénia relacionada com
um disturbio mental, insdénia induzida por substidncia e insdnia
de ritmo circadiano que é a insdnia devido a uma alteragdo no
plano sono-vigilia normal (alteragdes de turno, disturbio do
sono devido a trabalho por turnos, jet lag ou sindrome de jet

lag, etc.).

Como aqui utilizado o termo “insdénia primaria” significa
dificuldade em iniciar o sono, em manter o Sono ou ter sono
reparador, a gqual nao ¢é provocada por um disturbio mental ou
devido a efeitos fisioldgicos de tomada ou abstinéncia de

determinadas substéncias (insdénia induzida por substéncia).
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Como aqui utilizado o termo “disturbio do sono do ritmo
circadiano” inclui jet 1ag ou sindrome de jet lag, disturbio do
sono devido a trabalho por turnos, sindrome da fase do sono

avancado sindrome da fase do sono retardado.

Como aqui utilizado o termo “gquantidade inibidora eficaz de
um composto” ou “quantidade eficaz de um composto inibidora de
caseina cinase Ie¢” significa o suficiente de um composto que se
torna biodisponivel, através da via adequada de administracao,
para tratar um doente assolado com uma doenga, disturbio ou
estado receptivo ao referido tratamento.

11

Como aqui utilizado, o) termo uma quantidade
terapeuticamente eficaz” significa uma quantidade de um composto
que ¢é eficaz no tratamento da doenca, disturbio ou estado

referido.

Como aqui wutilizado, a frase “alargamento do periodo do
ritmo circadiano” refere-se ao aumento do intervalo entre
eventos seminais num processo que ocorre regularmente com uma

frequéncia de, aproximadamente, uma vez a cada 24 horas.

Como aqui utilizado, a frase "encurtamento do periodo do
ritmo circadiano” refere-se ao decréscimo do intervalo entre
eventos seminais num processo gue ocorre regularmente com uma

frequéncia de aproximadamente uma vez a cada 24 horas.

Como aqui utilizado, 0 termo “sal farmaceuticamente
aceitavel” pretende ser aplicado a gqualgquer sal previamente
conhecido ou identificado no futuro que ¢é wutilizado por um
especialista na técnica que é um sal de adigdo orgénico ou

inorgdnico nao téxico que € adequado para utilizacdo como um
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farmaco. Bases 1lustrativas que formam sais adequados incluem
hidréxidos de metal alcalino ou metal alcalino-terroso, tais
como hidrdéxidos de sdédio, potdssio, cédlcio ou magnésio; amdnia e
aminas aliféaticas, ciclicas ou aromaticas, tais
como metilamina, dimetilamina, trietilamina, dietilamina,
isopropildietilamina, piridina e picolina. Acidos ilustrativos
que formam sais adequados incluem &acidos inorgénicos, tais como,
por exemplo, cloridrico, bromidrico, sulfurico, fosférico, e
dcidos semelhantes, e &cidos carboxilicos orgédnicos, tais como,
por exemplo, acético, propidnico, glicdlico, lactico, piruvico,

maldnico, succinico, fumdrico, malico, tartdrico, citrico,

ascoédrbico, maléico, hidroximaléico e di-hidroximaléico,
benzdico, fenilacético, 4-aminobenzdico, 4-hidroxibenzdico,
antranilico, cinamico, salicilico, 4—aminossalicilico,
2-fenoxibenzdico, 2—acetoxibenzdico, mandélico, e acidos

semelhantes, e 4&cidos sulfdénicos orgédnicos, tais como 4acidos

metanossulfénico, benzenossulfdédnico e p-toluenossulfdnico.

Como aqui utilizado, “veiculo farmacéutico” ou “veiculo
farmaceuticamente aceitavel” refere-se a excipientes
farmacéuticos conhecidos Uteis na formulagdao de compostos
farmaceuticamente activos para administracao e que sao,
substancialmente, nao tdéxicos e nao sensibilizadores sob
condigdes de utilizacdo. A proporgcao exacta destes excipientes é
determinada pela solubilidade e ©propriedades quimicas do
composto activo, a via de administracdo escolhida, bem como a
pratica farmacéutica corrente. Na pratica dos métodos desta
invencao, o ingrediente activo ¢é incorporado, de um modo
preferido, numa composigao contendo um veiculo farmacéutico,
apesar dos compostos serem eficazes e poderem ser administrados,
por si sé. Dito isso, a proporgao de ingrediente activo pode

variar desde cerca de 1% a cerca de 90% em peso.
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Outras abreviaturas gue podem aparecer nesta aplicacéo

terdo os seguintes significados:

Me (metilo), Et (etilo), Ph (fenilo), EtsN (trietilamina),
p—-TsOH (acido para-toluenossulfénico), TsC1l (cloreto
de para-toluenossulfonilo), hept (heptano),
DMFE (dimetilformamida), NMP (l-metil-2-pirrolidinona ou
N-metil-2-pirrolidinona), IPA (isopropanol ou dlcool
isopropilico), DBU (1,8-diazabiciclo([5.4.0]undec-7-eno), DBN
(1,5-diazabiciclo[4.3.0]lnon-5-eno), ta ou t.a. (temperatura
local ou temperatura ambiente), min ou min. (minutos), h
(hora ou horas), UV (ultravioleta), LCMS (cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massa), t—-Boc ou Boc
(terc-butoxicarbonilo), Bn (benzilo), t-Bu (butilo
terciario), i-Pr (isopropilo), TFA (dcido trifluoroacético),
HOAc (&cido acético), EtOAc (acetato de etilo), Et,0 (éter
dietilico), EtOH (etanol), DIEA (diisopropiletilamina), EDC
(cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida);
HOBT (l-hidroxibenzotriazole), g (grama), mg (miligrama),
g (micrograma), ng (nanograma) , mL (mililitro),
pL (microlitro), L (litro), HPLC (cromatografia liquida de
elevada performance), TLC, tlc ou Tlc (cromatografia em
camada fina), g/L (grama por litro), Si0; (silica gel),
L/min (litros por minuto), mL/min (mililitros por minuto),
mmol (milimole), M (molar), mM (milimolar), pM (micromolar),
nM (nanomolar), pCi (microCurie), CPM (contagens por
minuto), rpm (rotagbes por minuto), mm (milimetro),
pm (micrdémetro), p (micron), nm (nandmetro), ppm (partes por
milhédo), psi (libras por polegada ao dquadrado), eg. ou
equiv. (equivalente), Rp (tempo de retencao), °C (graus

Celsius) e K (Kelvin).
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Em conformidade, uma forma de realizacdo alargada da
invengcdo ¢é dirigida para um composto de férmula (I) ou

férmula (IT):

x i R3 X/ R3
M R, L R,
/4
R4—<\ | D R4_< I >
L N\ o M™ “N 0
R, R,

M (1

-

em que X € S ou S(0)n; Ri &€ H ou algquiloC;-Cs; Ry é NRsRg; Rz é
arilo ou heterociclo; R, ¢é H, alquiloCy—-Cg, alceniloC,—Cg,
alciniloC,-Cg, aril-(algquiloC,-Cs), heterociclo-(alquiloC;-C¢),
alcoxiloC;-C¢, aril-(alcoxiloC;-Cg), heterociclo-(alcoxiloC;-Cg),
CFs, halogéneo, SH, alquilC;-Cstio, aril-(alquilC,-Cgtio),
heterociclo-(alquilC,;-Ce¢tio), NO,, NH,, NR:Rg,
aril-(alquilC;-Cgamino), heterociclo-(alquilC;-Cgamino), ou XR; em
que X e R; sdo como definidos acima; Rs € H ou alquiloC;-Cg; Rg €
H ou alquiloC;-C¢; L € N ou CR; em que R; € H ou alquiloCi-Cq; M é
S, O ou NRg em que Rg €& H, alquiloC;-C4, aril-(alquiloC;-Cs¢),

heterociclo-(alquiloC;-C¢) ou acilo; e n € 1 ou 2.

Uma outra forma de realizacadao desta invencdao refere-se a
compostos de fdérmula (I) ou fédrmula (II), em que M e X sdao cada

um S.

Outra forma de realizacadao desta invencdo refere-se a

compostos de férmula (I) em que L € CR;y e M e X sao cada um S.

Uma outra forma de realizacdao desta invencdo refere-se a

compostos de férmula (I), em que M e X sdo cada um S, L & CRy e
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R; é H. Os seguintes compostos sao exemplos representativos no

dmbito desta forma de realizacao:

amida do 4dcido 6-fenilsulfanil-4H-tieno[3,2-blpirrole-5-

carboxilico,

amida do acido 6-(3-fluorofenil-sulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(4-clorofenil-sulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(2—-aminofenil-sulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(piridin-2-ilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do 4&acido 6-p-tolilsulfanil-4H-tienol[3,2-blpirrole-5-

carboxilico,

amida do acido 6—(tiofen-2-il-sulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do 4&cido 6-(3,5-dicloro-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(piridin-4-ilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do 4&dcido 6-m-tolilsulfanil-4H-tieno[3,2-blpirrole-5-

carboxilico,
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amida do 4&acido 6-o-tolilsulfanil-4H-tieno[3,2-blpirrole-5-

carboxilico,

amida do acido 6-(2,3-dicloro-fenilsulfanil)-4H-tienol[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do 4&acido 6-(2,5-dicloro-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(2-etil-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(3-bromo-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(3,5-dimetil-fenilsulfanil)-4H-tienol[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(3-metoxi-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(2-metoxi-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do dcido 6—(2-trifluorometil-fenilsulfanil)—-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(2-fluoro-fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico, e

amida do acido 6—(3-trifluorometoxi-fenilsulfanil)-4H-

tieno[ 3,2-blpirrole-5-carboxilico.
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Outra forma de realizacdao desta invencdao refere-se a
compostos de férmula (I), em que L é N e M e X sao cada um S.
Os seguintes compostos sdo exemplos representativos no ambito

desta forma de realizacao:

amida do 4cido 6-fenilsulfanil-4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-

carboxilico,

amida do 4dcido 6-(3-fluoro-fenilsulfanil)-4H-pirrolo[2,3-

dltiazole-5-carboxilico, e

amida do acido 6-(piridin-2-ilsulfanil)-4H-pirrolo[2, 3-

dltiazole-5-carboxilico.

Outra forma de realizacdo desta invengdao refere-se a

compostos de férmula (II) em que L é CR; e M e X sdao cada um S.

Uma outra forma de realizacao desta invencao refere-se a
compostos de férmula (II), em que M e X sdo cada um S, L & CRy e

R; &€ H. 0Os seguintes compostos sao exemplos representativos no

dmbito desta forma de realizacédo:

amida do dcido 4—(piridin-2-ilsulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do 4dcido 4-(fenilsulfanil)-6H-tieno[2,3-blpirrole-5-

carboxilico,

amida do dcido 6—(3-fluorofenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,
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amida do &cido 4-(piridin-4-ilsulfanil)-6H-tieno[2,3-b]l-

pirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4-(3,5-diclorofenil-sulfanil)-6H-tieno[2,3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(tiofen-2-il-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(3-bromofenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4— (3-metoxifenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(2-metoxifenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3—

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(3-clorofenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico, e

amida do acido 4—(3-metilfenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico.

Outra forma de realizacao desta invencado refere-se a
compostos de férmula (II), em que L € N e M e X sao cada um S.
Os seguintes compostos sdo exemplos representativos no ambito

desta forma de realizacao:

amida do acido 2-metil-6-fenil-sulfanil-4H-pirrolo[3, 2-

dltiazole-5-carboxilico,
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amida do acido 6—(3-metoxifenil-sulfanil)-2-metil-4H-

pirrolo[3,2-dltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(3-fluorofenil-sulfanil)-2-metil-4H-

pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(3-clorofenil-sulfanil)-2-metil-4H-

pirrolo[3,2-dltiazole-5-carboxilico,

amida do &acido 6-(3-trifluorometoxi-fenilsulfanil)-2-metil-

4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 2,6-bis-fenilsulfanil-4H-pirrolo[3, 2-

dltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 2,6-bis-(3-metoxi-fenilsulfanil)—-4H-

pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,

amida do 4&acido 6-fenilsulfanil-4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-

carboxilico, e

amida do 4&cido 6-(3-metoxifenil-sulfanil)-4H-pirrolol[3,2-

dltiazole-5-carboxilico.

Outra forma de realizacdo da presente invencao, refere-se a
um método para inibir a actividade da caseina cinase Ie num
doente qgue compreende administrar, ao referido doente, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de férmula (I)
ou férmula (II) gue resulta num prolongamento do periodo de

ritmo circadiano.
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Outra forma de realizacdo da presente invencédo, refere-se a
um método para tratar um doente que sofre de uma doenca ou
distirbio melhorado por inibigao de actividade de caseina cinase
Ic que compreende administrar, ao referido doente, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de férmula (1)
ou férmula (II), em que a referida inibicdo de actividade de
caseina cinase I¢ resulta num prolongamento do periodo de ritmo

circadiano.

Os compostos da presente invencao podem ser preparados por
processos andlogos aos conhecidos na técnica. 0s esquemas
reaccionais 1, 2 e 3, e o texto descritivo correspondente,
descrevem a preparacdo dos varios compostos da invencdo. Os
métodos e exemplos descritos sao apresentados com objectivos
ilustrativos e ndo limitam de forma alguma o ambito da presente
invencao. Reagentes alternativos, condigdes reaccionais e outras
combinagdes e modificagdes dos passos aqui descritos, para
conseguir os compostos individuais, sao prontamente evidentes
para alguém com conhecimentos gerais na técnica. As tabelas 1,
2, 3 e 4 proporcionam sumdrios dos compostos exemplo e os dados
bioldégicos para os compostos exemplo da invencao sao resumidos

na Tabela 5.
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SINTESE QUIMICA

Esquema 1

R Ry
R 7 X
' ' ~R ' ¢ / A\
a , / \ ; \
r— T R“éjl\/H — R | VAR
M N\ o o b M N\ O opcionalmente d \ :
" " Ri
3 4

O esquema 1 descreve a sintese de 4H-tieno[3,2-blpirroles
(M é S), 4H-furo[3,2-b]pirroles (M é 0) e
1,4-di-hidropirrolo[3,2-b]lpirroles (M é NRg) de férmula (I), em
que L € CR; e a sintese de 6H-tieno[2,3-b]pirroles (M €& 83),
o6H-furo[2,3-blpirroles (M é 0) e 1,6-di-hidropirrolo[2,3-
blpirroles (M & NRg) de férmula (II), em que L & CR;, a partir de
ésteres ou acidos carboxilicos conhecidos ou comercialmente

disponiveis 1 e 3 respectivamente, em que R é algquilo ou H.

No esqguema 1, passo a, o0s ésteres de partida 1 ou 3, em que
R é alquilo, sao convertidos em amidas 2 ou 4, respectivamente,
por métodos bem conhecidos pelo especialista na técnica. Assim,
tratar uma mistura de aménia a cerca de 7 M amdénia e éster 1 ou
3 num solvente polar adequado, tal como, por exemplo, metanol ou

etanol, com uma pastilha de hidréxido de 1litio e aquecer a
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mistura resultante num vaso sob pressao a cerca de 100 °C,
durante cerca de 16 horas, proporciona, apdés purificacao
cromatografica, como € Dbem conhecido pelo especialista na
técnica, a amida primaria 2 ou 4, respectivamente. Em
alternativa, outras condicdes reaccionais bem conhecidas pelo
especialista na técnica podem ser utilizadas, tal como tratar
uma solucdo de éster 1 ou 3 num solvente polar adequado, tal
como, por exemplo, metanol ou etanol, com solugcdao de amdnia de
cerca de 5 M a cerca de 7 M, durante cerca de um dia a cerca de
trés dias, a temperatura ambiente ou por aquecimento da solucéo
a cerca de 55 °C, durante cerca de 10 horas, proporciona a amida
primdria 2 ou 4, respectivamente, apds isolamento por métodos
bem conhecidos pelo especialista na técnica. Em alternativa, o
éster 1 ou 3 pode ser suspenso numa mistura de solucao de
hidréxido de aménio concentrado e cloreto de 1litio, a
temperatura ambiente, durante cerca de trés a cerca de cinco
dias até que a andlise por cromatografia em camada fina, ou
outra andlise cromatogrdfica adequada, como bem conhecida pelo
especialista na técnica, indique que a reaccgao esté
substancialmente completa. As amidas primarias 2 ou 4 sao
isoladas da mistura reaccional por métodos bem conhecidos pelo
especialista na técnica. Se as alquilC;-Cgaminas primdrias ou
secunddrias sdo utilizadas em vez de amdénia ou hidrdxido de
aménio, sdo entdo obtidas as amidas secunddrias e terciédrias
correspondentes 2 ou 4, em que R; € NRsRg, Rs € H ou algquiloC;-Cq

e Rg ¢ alquiloC,—Cs.

Como mostrado no esquema I, passo b, os &acidos carboxilicos
comercialmente disponiveis ou conhecidos 1 ou 3 (em que R é H)
podem ser convertidos em amidas 2 ou 4, respectivamente, por
métodos bem conhecidos pelo especialista na técnica. Quando

-

desejado, os acidos carboxilicos 1 ou 3 (R é H) também podem ser
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preparados por hidrélise dos ésteres correspondentes 1 ou 3 (R é
alguilo) por métodos bem conhecidos pelo especialista na
técnica. Por exemplo, uma base adequada, tais como, por exemplo,
hidréxido de potdssio, hidrdéxido de sdédio, hidrdéxido de litio e
bases semelhantes, ¢é adicionada a uma mistura de éster 1 ou 3
num solvente adequado, tal como, por exemplo, uma mistura de
tetra-hidrofurano e Adgua. A mistura é aquecida a cerca de 90 °C
a cerca de 110 °C, durante cerca de 0,5 hora a cerca de 2 horas.
O produto é recuperado como um sal por filtracdao e o filtrado é
concentrado para proporcionar material adicional como  um
residuo. O bolo de filtragcdo e residuo sado combinados e
acidificados por métodos bem conhecidos pelo especialista na
técnica, tal como, por exemplo, acidificacdo com um 4&acido
adequado, tal como 4&acido acético, num solvente adequado, tais
como metanol, etanol, e solventes semelhantes, para proporcionar
dcidos carboxilicos 1 ou 3, respectivamente, em que R € H. Como
mostrado no esquema I, passo b, por exemplo, uma solugao do
dcido carboxilico 1 ou 3 num solvente adequado, tal como
dimetilformamida, é tratada com uma base, tal como
diisopropiletilamina, uma carbodiimida, tal como, por exemplo,
cloridrato de (1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida,
l-hidroxibenzotriazole e cloreto de aménio. Quando a reacgao
estd completa, como determinado por cromatografia em camada
fina, ou outra andlise cromatografica adequada, como bem
conhecida pelo especialista na técnica, a mistura é diluida com
um solvente adequado, e o produto é isolado e purificado por
cromatografia, por métodos bem conhecidos pelo especialista na
técnica, para proporcionar amidas primdrias 2 ou 4,
respectivamente, em que R, €& NH,. Se as alguilC;-Cgaminas
primdrias ou secunddrias sao utilizadas em vez de cloreto de

aménio, sdo, entdo, obtidas as amidas secundarias e tercidrias
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correspondentes 2 ou 4, em que R; € NRsRg, Rs € H ou algquiloC;-Cq

e Rg ¢ alquiloC,-Cs.

Como mostrado no esquema 1, passo c, as amidas
intermedidrias 2 ou 4 sdo, cada, tioariladas na posicdo 3 do
anel pirrole que contém a amida por métodos bem conhecidos pelo
especialista na técnica. Por exemplo, uma suspensao de amida
intermedidria 2 ou 4 num solvente adequado, tais como, por
exemplo, dimetilformamida ou NMP, ¢é tratada com uma base
adequada, tal como, por exemplo, hidreto de sédio ou hidreto de
litio, a temperatura ambiente, seguido por tratamento com um
diarildissulfureto ou di-heterociclodissulfureto adequado e, em
seguida, a mistura é agitada, a temperatura ambiente, a cerca de
100 °C, durante cerca de 12 horas a cerca de 20 horas. O curso
da reaccdo é seguido por andlise cromatogrédfica em camada fina
ou outros métodos cromatograficos, como sdo bem conhecidos pelo
especialista na técnica. Quando completa, a reaccgdo € tratada
por métodos extractivos, como sao bem conhecidos pelo
especialista na técnica. Os 4H-tieno[3,2-b]lpirroles (M & S),
4H-furo[3,2-blpirroles (M é 0) e 1,4-di-hidropirrolo[3, 2-
blpirroles (M é NRg) desejados de férmula (I), em que L é CR;, X
€& S e R; & arilo ou heterociclo e 6H-tieno[2,3-blpirroles (M é
S), 6H-furo[2,3-b]lpirroles (M é 0) e 1,6-di-hidropirrolo[2,3-
blpirroles (M & NRg) de foérmula (II), em que L &€ CRy;, X é S e Rj
¢ arilo ou heterociclo, sédo cada isolados e purificados por
cromatografia por métodos bem conhecidos pelo especialista na

técnica.

Alternativamente, uma mistura do diarildissulfureto ou
di-heterociclodissulfureto e cerca de um equivalente de
carbonato de «césio, num solvente adequado, tais como, por

z

exemplo, dimetilformamida ou NMP, € tratada com a amida
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intermedidria 2 ou 4 e, em seguida, a mistura € aquecida a cerca
de 80 °C a cerca de 120 °C, durante cerca de uma a cerca de seils
horas. A reaccdo €& monitorizada por cromatografia em camada fina
ou outros métodos cromatograficos, como sdo bem conhecidos pelo
especialista na técnica. Os 4H-tieno[3,2-b]lpirroles (M & S),
4H-furo[3,2-blpirroles (M é 0) e 1,4-di-hidropirrolo[3, 2-
blpirroles (M é NRg) de foérmula (I) desejados, em que L é CRy, X
€ S e Ry € arilo ou heterociclo, 6H-tieno[2,3-blpirroles (M é 3),
oH-furo([2,3-blpirroles (M é 0) e 1,6-di-hidropirrolo[2,3-
blpirroles (M & NRg) de férmula (II), em que L € CRy;, X é S e Rj
¢ arilo ou heterociclo, sao, cada, isolados e purificados por
cromatografia por métodos bem conhecidos pelo especialista na

técnica.

Como mostrado no esquema 1, passo opcional d, o azoto do
anel pirrole de um composto de fdérmula (I) ou fdérmula (II), em
que R; é H, é N-alguilado por tratamento de uma solucgao do
composto de fdérmula (I) ou fdérmula (II), em que R; € H e um
solvente adequado, tal como, por exemplo, 1,3-dimetil-3,4,5,6-
tetra-hidro-2(1H) -pirimidinona, com um sulfato de dialquiloC,-Cgq
e uma base adegquada, tal como, por exemplo, carbonato de césio,
a temperatura ambiente, durante cerca de 12 horas a cerca de
20 horas. O final da reaccdo € determinada por andlise
cromatogrdfica em camada fina ou outros métodos cromatograficos,
como sao bem conhecidos pelo especialista na técnica. Quando
completa, a mistura reaccional € diluida com &dgua e o composto
de fdérmula (I) ou fdérmula (II), em gque R; €& algquiloC;-Cqs, &
isolado e purificado por métodos bem conhecidos pelo

especialista na técnica.

Alternativamente, o azoto do anel pirrole de um composto de

férmula (I) ou férmula (II) do esquema 1 € algquilado por
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tratamento de uma solucdo de piridina de um composto de férmula
(I) ou férmula (II), em que Ry € H, com um haleto de alquiloC;-Cg
na presenca de uma base adequada, tal como, por exemplo,
carbonato de césio, com aquecimento, durante cerca de 0,25 hora
a cerca de 3 horas. A mistura reaccional ¢é arrefecida, diluida
com &gua ou concentrada a secura e extraida com acetato de
etilo. Concentracdo e subsequente purificacdo por métodos
cromatograficos, como sdo bem conhecidos pelo especialista na
técnica, proporciona o composto de fdérmula (I) ou foérmula (II)

do esquema 1, em gue R; € algquiloC,—Cs.

Adicionalmente, a N-alquilacdao do azoto do anel pirrole de
um composto de fdérmula (I) ou fdérmula (II), em que R; é H, é
conseguida por outros métodos que sao bem conhecidos pelo
especialista na técnica, por exemplo, por tratamento de um
composto de fdérmula (I) ou fdérmula (II), em que R; € H, num
solvente polar adequado, tais como, por exemplo,
dimetilformamida ou NMP, com uma base adequada, tais como, por
exemplo, hidreto de sdédio ou t-butdéxido de potédssio e, em
seguida, € adicionado um haleto de alquiloC,-C4, tal como, por
exemplo, iodeto de propilo. O final da reaccdo é determinado por
andlise cromatogrédfica em <camada fina ou outros métodos
cromatograficos Dbem conhecidos pelo especialista na técnica.
Quando completa, a mistura reaccional ¢ diluida com &gua e o
composto de férmula (I) ou fédrmula (II) do esquema I, em que R é
alquiloC,-Cq, ¢é 1isolado e purificado por métodos bem conhecidos

pelo especialista na técnica.

Como é bem reconhecido pelo especialista na técnica, guando
M é NRg e Rz é H, sob as condigdes descritas acima, a N-
alquilacao também pode ocorrer no azoto de NRg, acima referido,

para proporcionar os compostos de fdérmula (I) ou férmula (II) do
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esquema 1, em que Ry e Rg sao, cada, o mesmo grupo alquiloC:-C¢. A
preparacao de ésteres de partida 1, em gque R & etilo, Ry, e
R; sdo, cada, H, M &€ NRg e Rg € metilo, é conhecida por termdlise
de 2-azidoacrilatos (também conhecidos como ésteres do 4acido
2—-azidopropendico), como também estd descrita no esquema 2 a
seguir (H. Hemetsberger e D. Knittel, Monatsh. Chem. (1972)
103(¢(1), 194-204). O éster de partida 1, em que M & NRg e Rg &
alquiloC;-C¢, é preparado como descrito e, em seguida, convertido
como descrito no esquema 1, num composto de fdérmula (I), em que
M é NRg, Rg é alquiloCi;—-Cs e Ry € H ou alguiloC;-C¢ e em que o0s
referidos grupos R; e Rg algquiloC;-Cs podem ser 0S8 mesmos ou
diferentes. Esta metodologia também é utilizada para
proporcionar  ésteres 3 substituidos semelhantes que sSao
convertidos como descrito no esquema 1 num composto de férmula
(IT), em gue Rg €& alquiloCi-C¢ e R; € H ou alquiloC;-C¢ e em que
os referidos grupos R; e Rg alquiloC;-Cs podem ser 0s mesmos oOU

diferentes.

Adicionalmente, um composto de fdérmula (I) ou fdédrmula (II)
do esquema 1, em gque Ry é H ou alquiloC,-C4 e X é 3, ¢&,
opcionalmente, oxidado a uma sulfona ou um sulfdéxido, em que X é
S(0), e n & 1 ou 2, respectivamente, por métodos bem conhecidos
pelo especialista na técnica, tal como, por exemplo, tratar uma
solucao do referido composto de férmula (I) ou férmula (II) com
H,0, e NayCO3;. Em alternativa, o composto 2 ou 4 do esquema 1 é
tratado com um cloreto de arilsulfonilo, um cloreto de
arilsulfinilo, um cloreto de heterociclossulfonilo ou um cloreto
de heterociclossulfinilo (utilizado em vez do diarildissulfureto
ou di-heterociclodissulfureto) como descrito no passo ¢ acima,
para proporcionar um composto de férmula (I) ou férmula (II) do
esquema 1, em gque X & S(0),, n é 1 ou 2 e Ry é& arilo ou

heterociclo.
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0O esquema 2, como mostrado a seguir, descreve a sintese de
4H-pirrolo[2,3-d]ltiazoles M é& 9), 4H-pirrolo[2,3-d]oxazoles
(M é& 0) e 1,4-di-hidro-pirrolo[2,3-d]limidazoles (M €& NRg) de
férmula (I), em que L é N e a sintese de 6H-pirrolol[3,2-
dltiazoles (M é S), 6H-pirrolo[3,2-d]oxazoles (M & 0) e 3,4-di-
hidro-pirrolo[2,3-d]imidazoles (M & NRg) de férmula (II), em que
L é N, a partir de materiais conhecidos ou comercialmente
disponiveis. Um especialista na técnica entenderd prontamente
que quando L é N, M é NRs e Rg € H que o anel imidazole pode
existir em formas tautoméricas. No esquema 2, passo a, O
carboxaldeido 5 ou 7 € condensado com um éster 2-azidoacetato 6,
em que R é algquilo, na presenca de uma base adequada, tais como,
por exemplo, hidréxido de potédssio, hidréxido de sédio ou bases
semelhantes, para proporcionar o) éster do acido
2—azidopropendico correspondente 8 ou 11, respectivamente, em

que R é alquilo.
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Como mostrado no esquema 2, passo b, a termblise de éster
do &cido 2-azidopropendico 8 ou 11 é realizada por aguecimento
de uma mistura de éster do acido 2—azidopropendico
8 ou 11 num solvente adequado, tal como, por exemplo, xileno a
cerca de 120 ©°C a cerca de 140 °C, durante cerca de 30 a

90 minutos para proporcionar, apds purificacdo cromatogréafica
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por métodos bem conhecidos pelo especialista na técnica, o éster

correspondente 9 ou 12, respectivamente, em que R é alquilo.

Como mostrado no esquema 2, passo opcional ¢, o éster 9 ou
12 obtido no passo b pode ser hidrolizado por métodos bem
conhecidos pelo especialista na técnica para proporcionar o
dcido carboxilico correspondente 9 ou 12, respectivamente, em
que R & H. Por exemplo, uma base adequada, tais como, por
exemplo, hidréxido de potédssio, hidréxido de sdédio, hidrdxido de
litio e bases semelhantes, € adicionada a uma mistura de éster 9
ou 12 e um solvente adegquado, tal como, por exemplo, uma mistura
de tetra-hidrofurano e 4&dgua. A mistura ¢é aquecida a cerca de
90 °C a cerca de 110 ©°C, durante cerca de 0,5 hora a 2 horas.
O produto é recuperado como um sal por filtragcdo e o filtrado é
concentrado para proporcionar mais material como um residuo.
O bolo de filtracdo e residuo sao combinados e acidificados por
métodos bem conhecidos pelo especialista na técnica, tal como,
por exemplo, acidificacdao com um acido adequado, tal como &acido
acético, num solvente adequado, tais como metanol, etanol e
solventes adequados, para proporcionar &cido carboxilico 9 ou

12, respectivamente, em gque R é H.

Como mostrado no esquema 2, passo d, o éster 9 ou 12, em
que R é alquilo, é convertido em amida 10 ou 13,
respectivamente, como foi descrito acima para o esquema 1, passo
a. Alternativamente, o &dcido carboxilico 9 ou 12, em que R & H,
é convertido na amida correspondente 10 ou 13, respectivamente,
por métodos bem conhecidos pelo especialista na técnica e como
descrito no esquema 1, passo b. Por exemplo, uma solugao do
dcido carboxilico 9 ou 12 num solvente adequado, tal como
dimetilformamida, é tratada com uma base, tal como

diisopropiletilamina, uma carbodiimida, tal como, por exemplo,
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cloridrato de (1-(3-dimetilamino-propil)-3-etilcarbodiimida,
l-hidroxibenzotriazole e cloreto de aménio. Quando a reacgao
estd completa, a mistura € diluida com um solvente adequado e o
produto é isolado e purificado por cromatografia por métodos bem
conhecidos pelo especialista na técnica para dar a amida 10
primaria 4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole (M é S), 4H-pirrolo
[2,3-d]oxazole (M é& 0) ou 1,4-di-hidro-pirrolo[2,3-d]limidazole
(M &€ NRg) ou amida 13 primdria 6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole (M & S),
6H-pirrolo[3,2-d]oxazole (M & O0O) ou 3,4-di-hidro-pirrolo[2,3-
dlimidazole (M é NRg) correspondentes, respectivamente, em que
R, é NH;. Se uma alquilC;-C¢amina primaria ou secundaria &
utilizada em vez de cloreto de amdénio é, entao, obtida a amida
secunddria ou terciaria correspondente 10 ou 13,
respectivamente, em que R; € NRsRg, Rs é H ou alquiloC;-Cs e R¢ é

alquiloC;—-Cg.

Como mostrado no esquema 2, passo e, a amida intermedidria
10 ou 13 é tiocarilada na posicdao 3 do anel pirrole que contém a
amida por métodos andlogos aos métodos descritos acima para o
esquema 1, passo c, para proporcionar a amida
4H-pirrolo[2,3-d]ltiazole (M é Sy, 4H-pirrolo[2,3-d]oxazole
(M & 0) ou 1,4-di-hidro-pirrolo[2,3-d]limidazole (M é NRg) de
férmula (I), ou a amida 6H-pirrolo[3,2-dltiazole (M €& S),
o6H-pirrolo[3,2-d]loxazole (M é 0) ou 3,4-di-hidro-pirrolo[2,3-
dlimidazole (M é NRg) de férmula (II), respectivamente, em que

X &€ S e R; € arilo ou heterociclo.

Quando R, ¢ halogéneo, tal como, por exemplo Br, na amida
intermedidria 10 ou 13, a tiocarilacdo na posicdo 3 do anel
pirrole que contém a amida e deslocalizagdao do &tomo de
halogéneo acima referido, podem ocorrer ambas sob as condigdes

descritas. A deslocalizacgcdao concomitante do halogéneo acima
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referido da amida intermediaria 10 ou 13, sob as condigdes
descritas para o passo e acima, utilizando um diarildissulfureto
ou di-heterociclodissulfureto, € assim utilizada, de um modo
vantajoso, para proporcionar um composto de fdérmula (I) ou
férmula (II) do esquema 2, em gque R, € um ariltio ou uma unidade
heterociclotio (ou seja, XR3) que ¢é idéntica a unidade XR; do
anel pirrole, em que X €& S e Ry é arilo ou heterociclo.
Adicionalmente, a deslocalizacdo do 4&dtomo de halogéneo acima
referido da amida intermedidria 10 ou 13, ou de um intermedidrio
anterior, tal como, por exemplo, um éster intermedidrio 9 ou 12,
com um anido preparado por tratamento de um ariltiol ou
heterociclotiol com uma base adequada, também proporciona, de um
modo vantajoso, um composto de fdérmula (I) ou férmula (II), em
que R, € um ariltio ou uma unidade heterociclotio que pode ser o
mesmo ou diferente da unidade XR; introduzida por tioarilacao,
como descrito acima para o esquema 2, passo e. Adicionalmente, a
deslocalizacéo do halogéneo acima referido do éster
intermedidrio 9 ou 12 ou da amida intermedidria 10 ou 13, com um
anido preparado por métodos bem conhecidos pelo especialista na
técnica a partir de um alquilC;-C¢—0OH, um aril (alquilC,-C¢)-0H, um
heterociclo(alquilC;,-C¢)-0OH, um alquilC,;-C¢-SH, um
aril (alquilC,-Cg4)—-SH, um heterociclo(alquilC;,-Cg) —-SH, uma
alquilC;-C¢-NH,, uma (alquilC;-C¢),NH ou uma aril(alquilC;-Cg)-
amina ou uma heterociclo(alquilC,-C¢)amina, em que o referido
azoto de amina estd, opcionalmente, substituido com algquiloC;-Cs,
proporciona, apds tiocarilacdao, um composto de fdérmula (I) ou
férmula (II) do esquema 2, em que Ry € alcoxiloC;-Cg,
aril-(alcoxiloC,-Cg), heterociclo-(alcoxiloC,—-Cg), alquilC; ¢tio,
aril-(alquilC;-Cs¢tio), heterociclo-(alquilC,;-C¢tio), NRsRg, em que
Rs é H ou algquiloCy,—-Cg e Rg é algquiloC,-Cg, ou

aril(alquilC;-C¢)amino ou heterociclo(alquilC;-C¢)amino, em gue o
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referido azoto de amina estd, opcionalmente, substituido com

alquiloC,-Cs.

Como mostrado no esquema 2, passo opcional f, o azoto do
anel pirrole de um composto de fdérmula (I) ou férmula (II), em
que Ry € H, é& N-alquilado por métodos como descrito acima para o
esquema 1, passo opcional d, para proporcionar um composto de

foérmula (1) ou férmula (II) do esquema 2, em que R; &

alquiloC;—-Cg.

Adicionalmente, um composto de fdérmula (I) ou fdédrmula (II)
do esquema 2 em que R; é H ou alquiloC;-C, e X é S, ¢&,
opcionalmente, oxidado a uma sulfona ou um sulfdéxido, em que X é
S(0), e n & 1 ou 2, respectivamente, por métodos bem conhecidos
pelo especialista na técnica, tal como, por exemplo, tratar uma
solucao do referido composto de férmula (I) ou férmula (II), em
que X é S, com Hy0, e Nay,CO3. Alternativamente, o composto 10 ou
13 do esquema 2 ¢é tratado com um cloreto de arilsulfonilo, um
cloreto de arilsulfinilo, um cloreto de heterociclossulfonilo ou
um cloreto de heterociclossulfinilo (utilizado em vez do
diarildissulfureto ou di-heterociclodissulfureto) como descrito
no passo e acima, para proporcionar um composto de férmula (I)
ou férmula (II) do esquema 2, em que X €& S(0),, n &€ 1 ou 2 e Ry &

arilo ou heterociclo.
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Como mostrado no esquema 3, o0s diarildissulfuretos sao
preparados por tratamento de uma solucado de um arilsulfureto num
solvente orgadnico adequado, tal como, por exemplo, metanol, com
uma solugao aquosa de perborato de sdédio e deixando a mistura em
repouso, durante cerca de 12 horas a cerca de 24 horas, a
temperatura ambiente. O diarildissulfureto pode ser 1isolado e
purificado por métodos, como bem conhecidos pelo especialista na
técnica. Os di-heterociclodissulfuretos, tal como, por exemplo,
bis(2-piridinil)dissulfureto, sao preparados de um modo
semelhante. O arilsulfureto e heterociclossulfureto estédo, cada,
, opcionalmente, substituidos, tal como definido acima para

“arilo” e *“heterociclo”.

Todas as varias formas de realizacdao dos compostos desta
invencdo como aquil apresentadas podem ser utilizadas nos métodos
para tratar varias doencas e disturbios como aqui descritos.
Como aqui referido, os compostos wutilizados no método desta

descricdo sdo capazes de inibir os efeitos de caseina cinase I¢.

Uma forma de realizacdao desta descricdo proporciona um
método para tratar um disturbio de humor ou um disturbio do
sono. Uma outra forma de realizacdo da presente descricao
proporciona um método para tratar um disturbio de humor, em que
o disturbio de humor ¢é um disturbio depressivo ou um disturbio
bipolar. Outra forma de realizacdo da ©presente descricao

proporciona um método para tratar um disturbio depressivo, em
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que o disturbio depressivo ¢é disturbio depressivo principal.
Outra forma de realizacdo da presente descrigcao proporciona um
método para tratar distuirbio de humor em que o disturbio de
humor é disturbio bipolar e o disturbio bipolar é seleccionado
do grupo que consistindo de disturbio bipolar I e disturbio
bipolar II. Outra forma de realizacdo da presente descricéao
proporciona um método para tratar um disturbio de sono. Outra
forma de realizacdao da presente descricdo proporciona um método
para tratar disturbio do sono, em que o disturbio do sono & um
distirbio do sono do ritmo circadiano. Uma outra forma de
realizacdo da presente descricdo proporciona um método para
tratar disturbio do sono de ritmo circadiano em que o disturbio
do sono ritmo circadiano & seleccionado do grupo consistindo em
distirbio do sono devido a trabalho por turnos, sindrome de jet
lag, sindrome da fase do sono avancado e sindrome da fase do
sono atrasado. Um especialista na técnica entenderd prontamente
que as doencas e disturbios agqui expressamente apresentados néao
pretendem ser limitativos, mas sim ilustrar a eficdcia dos
compostos da presente invencdo. Assim, entender-se-a que oO0s
compostos da invengdo podem ser utilizados para tratar qualquer
doenca ou disturbio melhorado pela inibicdao de caseina

cinase Ic¢.

Noutra forma de realizacéao da presente invencao,
composigdes farmacéuticas compreendendo um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel e um composto de férmula (I) ou
férmula (II), ou um estereoisdmero, um enantidmero, um racemato
ou um tautdmero do referido composto; ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel, sdo preparados de um modo bem
conhecido pelo especialista nas técnicas farmacéuticas. O
veiculo ou excipiente pode ser um material sdé6lido, semi-sélido

ou liguido, que pode servir como um veiculo ou meio para o
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ingrediente activo. Veiculos ou excipientes adequados sao bem
conhecidos na técnica. A composicao farmacéutica pode ser
adaptada para utilizacdo oral, inalacao, parentérica ou tépica,
e pode ser administrada ao doente na forma de comprimidos,
capsulas, suspensdes, xaropes, aerossodis, inalantes,
supositdérios, unguentos, pds, solugdes e semelhantes. Como aqui
utilizado, o termo “veiculo farmacéutico” significa um ou mais
excipientes. Como aqui descrito, as composicgdes farmacéuticas da
inven¢gdo proporcionam 1inibigcdo de caseina cinase Ie¢ e sao,
assim, uteis para o tratamento de doencas ou disturbios

melhorados por inibicgdo de caseina cinase It

Na preparacao de composig¢des ou formulagdes farmacéuticas
dos compostos da presente invencao, deve-se ter cuidado para
assegurar Dbiodisponibilidade de uma quantidade terapéutica
eficaz do composto ou compostos activos pela via de
administracao seleccionada, incluindo vias oral, parentérica e
subcuténea. Por exemplo, vias de administracdo eficazes podem
incluir wvias subcuténea, intravenosa, transdérmica, intranasal,
rectal, vaginal e semelhantes, incluindo libertacéao de
implantes, bem como injeccdo do ingrediente activo e/ou

composigdo directamente no tecido.

Para administracao oral, os compostos da presente invencao
podem ser formulados em preparacdes sdlidas ou liquidas, com ou
sem solventes 1nertes ou veiculos comestiveis, tais como
capsulas, pilulas, comprimidos, trociscos, pds, solugdes,
suspensdes ou emulsdes. As capsulas, pilulas, comprimidos,
trociscos e semelhantes também podem conter um ou mais dos
seguintes adjuvantes: ligantes, tais como celulose
microcristalina, goma de tragacanto; excipientes, tais como

amido ou lactose, agentes desintegrantes, tais como &cido
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alginico, amido de milho e semelhantes; lubrificantes, tais como
dcido estedrico, estearato de magnésio ou Sterotex® (Stokely-Van
Camp Inc., Indinapolis, Indiana), glidantes tais como didxido de
silicone coloidal; agentes adogantes, tais como sacarose ou
sacarina; e agentes de sabor, tais como hortelda-pimenta,
salicilato de metilo ou aroma de fruta. Quando a forma de
dosagem unitdria ¢é uma céapsula, também pode conter um veiculo
liguido, tais como polietilenoglicol ou um &leo gordo. Os
materiais utilizados devem ser farmaceuticamente puros e nao
téxicos nas quantidades utilizadas. Em alternativa, as
composicgdes farmacéuticas podem ser preparadas numa forma
adequada para libertacdao prolongada, para proporcionar uma
quantidade terapéutica de um composto de fdédrmula (I) da invencéo
numa forma adequada uma vez por dia, uma vez pPoOr semana ou uma
vez por més, utilizando métodos como serao conhecidos por um
especialista na técnica. Por exemplo, pode ser considerado um

polimero erodivel contendo o ingrediente activo.

Para administracado parentérica, os compostos da presente
invengdo podem ser administrados como dosagens injectéaveis de
uma solucao ou suspensao do composto num diluente
fisiologicamente aceitdvel, com um veiculo farmacéutico que pode
ser um liquido esterilizado, tal como &gua em &leo, ou sem a
adigcdo de um emulsionante e outros excipientes farmaceuticamente
aceitdveis. Oleos ilustrativos que podem ser utilizados nas
preparagdes sao os de origem de petrdleo, animal, vegetal ou
sintética, tais como, por exemplo, &éleo de amendoim, &leo de
soja e ¢leo mineral. Em geral, 4&agua, soro fisioldgico, dextrose

aquosa e solucgdes de agucar relacionadas, etanol e glicdis, tal

como propilenoglicol sao veiculos liquidos preferidos,
particularmente para solucgdes injectaveis. A preparacao
parentérica pode estar incluida em ampolas, seringas
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descartdveis ou frasquinhos de doses multiplas, feitos de

plastico ou vidro inertes.

As solugdes ou suspensdes descritas acima, também podem
incluir um ou mais dos seguintes adjuvantes: diluentes
esterilizados, tais como &gua para 1injeccdo, solucdo salina,
6leos fixos, polietilenoglicdis, glicerina, propilenoglicol ou
outros solventes sintéticos, agentes antibacterianos, tais como
dcido ascérbico ou bissulfito de sdédio; agentes quelantes, tal
como dcido etilenodiaminotetra-acético; tampdes, tais como
acetatos, citratos ou fosfatos e agentes para o ajuste de

tonicidade, tais como cloreto de sdédio ou dextrose.

Os compostos da presente invencado podem ser administrados
na forma de um penso cutdneo, um depdsito de injeccado ou
preparacgao para implante que pode ser formulada de tal modo que
permita uma libertacdo sustentada do ingrediente activo. O
ingrediente activo pode ser comprimido em comprimidos ou
pequenos cilindros e implantados subcutaneamente ou
intramuscularmente como depdsitos de injecgcao ou implantes. O
implantes podem utilizar materiais inertes, tais como polimeros
biodegradaveis e silicones sintéticos. Os veiculos farmacéuticos
e técnicas de formulacgdes adequados sao encontrados em textos
correntes, tal como Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 edicgédo, Volumes 1 e 2, 1995, Mack Publishing Co.,
Easton, Pennsylvania, U.S.A., o gqual ¢é aqui incluido por

referéncia.

No tratamento de varias doencas, disturbios e estados como
aqui descritos, um nivel de dosagem adequado ¢é <cerca de
0,01 mg/kg por dia a cerca de 250 mg/kg por dia, de um modo
preferido, cerca de 0,05 mg/kg por dia a cerca de 100 mg/kg por
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dia e, especialmente, de cerca de 0,05 mg/kg por dia a cerca de
40 mg/kg por dia. Os compostos da presente invencdao podem ser
administrados num regime de 1 a 4 vezes por dia e, em funcédo da

natureza da doenca, disturbio ou estado a ser tratado.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos pretendem servir para ilustrar a
invengdo em maior pormenor, sem restringir de modo algum o
dmbito da invencdo. As tabelas 1, 2, 3 e 4 proporcionam sumarios

dos compostos exemplo que sao aqui preparados.

A nao ser que de outro modo indicado, todos o0s materiais de
partida, reagentes e solventes foram obtidos a partir de
fornecedores comerciais e wutilizados sem outra purificacaéao.
Todas as reacgdes foram realizadas sob atmosfera inerte com
reagentes e solventes secos. A cromatografia flash foi realizada
utilizando silica gel 60 (35-70 pm) de acordo com o processo da
literatura (Still, WwW.C.; Kahn, M; Mitra, A. J. Org. Chem. 1978
43, 2923) ou uma variacdo deste método utilizando um cartucho de
silica gel comercialmente disponivel (por exemplo, Isco Redi
Sep). A cromatografia em camada fina (TLC) foi realizada em
placas de silica gel com suporte de vidro 60F-254 (EM),
revestidas até uma espessura de 0,25 mm. As placas foram eluidas
com sistemas de solventes (v/v) como descrito, e visualizadas
com vapor de iodo, luz UV ou um reagente de revelacgdo, tal como

solucao de KMnO,.

Os espectros de RMN de 'H foram registados em espectrdémetros
Varian Gemini 300, Unity 300, Unity 400 ou Unity 500 com os

desvios qguimicos (D) registados em ppm, relativamente ao
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tetrametilsilano (0,00 ppm) ou clorofdérmio (7,26 ppm), como uma
referéncia. A cromatografia liquida com andlise espectral de
massa (LCMS) foi registada num Espectrdémetro de Massa Micromass
LCTAPI LC-TOF (tempo de vdo) e Masslynx Data System. Modo de
ionizagdo = electrospray (esi), os valores foram determinados
para os ides moleculares protonados (M'+1) utilizando uma coluna
Synergi 2U HYDRO-RP 20x4 mm, eluindo <c¢com TFA a 0,1% e

dgua/acetonitrilo.

0 éster etilico do acido 4H-tieno[3,2-blpirrole-5-
carboxilico e éster etilico do 4&acido 6H-tieno[2,3-blpirrole-5-
carboxilico foram preparados como descrito em Eras, J.; Galvez,
C.; Garcia, F. Journal of Heterocyclic Chemistry (1984), 21(1),
215-17. Os ésteres etilicos do &cido 4H-pirrolo[2,3-d]tiazole-5-
carboxilico, acido oH-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico e
acido 2-metil-4H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-carboxilico foram
preparados do mesmo modo como descrito no documento W09940914.
Os ésteres do acido pirrolo[2,3-d]imidazole-5-carboxilico
substituidos por 2-alquiltio, 2-arilalquiltio e 2-alquilo podem
ser preparados como descrito em Shafiee, A. e Hadizadeh, F., J.
of Heterocyclic Chemistry (1997), 34, 549-550 e em Shafiee, A.;

Shahbazi Mojarrad, J.; Jalili, M.A.; Adhami, H.R. e Hadizadeh,

F. Journal of Heterocyclic Chemistry, 39, 367-373.
4-Tiazolecarboxaldeido, 5-tiazolecarboxaldeido e 2-metil-5-
tiazolecarboxaldeido foram comercialmente obtidos. 0O éster

etilico do 4dcido 1,4-di-hidro-4-metilpirrolo[3,2-blpirrole-2-
carboxilico é preparado como descrito por H. Hemetsberger e D.

Knittel, Monatsh. Chem. (1972) 103(1), 194-204.

56



Preparagdo de éster etilico do 4cido 2-bromo-6H-

pirrolo[3,2-d]tiazole-5-carboxilico

Ester etilico do acido 2—azido-3-(2-bromo-4-

tiazolil)propendico

Br\giz

CH=C(N,)CO,Et

Adicionar, lentamente, a uma solucdo de etdxido de potédssio
(30 mL, 24% p:p, 3 eg. de EtOK) uma suspensao de 2-bromo-4-
tiazolilcarboxialdeido (3,87 g, 30 mol) e éster etilico de
2—-azidoacetato (11,5 g, 3 eq.) num solvente misto de etanol
(150 mL), DMF (5 mL) e cloreto de metileno (DCM, 20 mL), a 0 °C,
durante 15-20 minutos. Agitar a mistura final, de um dia para o
outro, (18 h) a temperatura ambiente, parar a reaccgdo com
cloreto de amdénio e remover o etanol (-50 mL), num evaporador
rotativo. Extrair a mistura aquosa com DCM (3 x porcdes de
250 mL), lavar a fase orgédnica com solucdo aquosa saturada de
cloreto de sdédio e secar sobre MgSO,. Filtrar e concentrar o
filtrado e purificar a mistura em bruto (12,2 gm) por

cromatografia flash [ISCO, $Si0O,, cartucho de 120 g, eluir com

metanol:DCM (0-5%)] para dar o composto em epigrafe (3,6 g,
45%) .
LCMS: tempo de retencdo = 3,68 min, (M') = 302,98
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Ester etilico do &cido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-dltiazole-5-

carboxilico

N O
T

\
H

Adicionar, gota a gota, a xileno guente (130 °C, 4 mL), uma
solucao de éster etilico do acido 2-azido-3-(2-bromo-4-
tiazolil)propendico (60 mg, 0,2 mmol) em DCM (1 mL). Aquecer a
mistura durante uma hora, em seguida, arrefecer até a
temperatura ambiente, depositar a mistura numa camada de silica
gel e eluir com heptano:DCM (50%-100%) para proporcionar o

composto em epigrafe (14 mg).

LCMS: tempo de retencdo = 3,04 min, (M") = 274,92.

Preparagdo de Ester etilico do 4&cido 4H-pirrolo[2,3-

dltiazole-5-carboxilico

<\s WO

N N OEt

H

Preparar éster etilico do &dcido 4H-pirrolol[2,3-dltiazole-5-
carboxilico a partir de 4-tiazolilcarboxialdeido, de um modo
semelhante, como descrito acima, para a preparacdo de éster
etilico do é&cido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico

a partir de 2-bromo-4-tiazolilcarboxialdeido.
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Preparagéo do acido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-

carboxilico

N O
T

\ OH
H

Adicionar KOH (1,07 g, 2 eg) a uma mistura de éster etilico
do 4cido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico (2,6 g,
9,38 mmol) em THF (15 mL) e &agua (20 mL) e, em seguida, agquecer
a 100 °C, durante 1 h. Deixar em repouso, de um dia para o
outro, a temperatura ambiente, e recolher os sdlidos cristalinos
por filtracdo (peso 1,7 g). Concentrar a solugado aquosa Iin vacuo
e combinar o residuo com o sdélido cristalino anteriormente
isolado. Acidificar com Acido acético em metanol para

proporcionar o composto em epigrafe (2,31 g).

LCMS: tempo de retencdo = 2,35 min, (M") = 246,93

Preparagdo do acido 6H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-carboxilico

Preparar 4acido 6H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-carboxilico por
hidrélise de éster etilico do &cido 6H-pirrolol[3,2-d]ltiazole-5-
carboxilico de um modo semelhante, como descrito acima, para a

preparagao do acido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-
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carboxilico a partir de éster etilico do 4&cido 2-bromo-6H-

pirrolo([3,2-dltiazole-5-carboxilico.

Preparagdo de Intermedidrios Amida do &cido Carboxilico

Amida do &cido 4H-tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico

s 0
| N
NN WH,
\
H

Adicionar a éster etilico do &cido 4H-tieno[3,2-blpirrole-
S5-carboxilico (1,74 g, 8,9 mmol) e amdénia a 7 M em metanol
(100 mL), numa bomba de aco, uma pastilha de hidrdéxido de 1litio
(0,1 gm). Selar a bomba e aquecer a 100 °C, durante 16 h.
Arrefecer até a temperatura ambiente e concentrar para remover
os voléateis. Purificar o produto em bruto wvia cromatografia
flash (ISCO, cartucho de silica, 40 g, eluir com metanol 0-5% em
cloreto de metileno) para proporcionar o composto em epigrafe

(560 mg, 38%) como um sdélido branco sujo.
LCMS: tempo de retencdo = 2,08 min, (M') = 166,02
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-D6) & ppm 6,95 (d, J = 5,25 Hz, 1H)

7,05-7,08 (m, 1H) 7,11 (br s, 1H) 7,37 (d, J = 5,25 Hz, 1lH) 7,68
(br s, 1H) 11,64 (s, 1H)
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As seguintes amidas também foram preparadas pelo processo

acima: Amida do é&cido 6H-pirrolo[3,2-dltiazole-5-carboxilico
(LCMS: tempo de retencdo = 1,63 min, (M'+H) = 168,00)
N 0]
¢ T
S N NH2
H

Amida do Aacido 2-metil-6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico

(LCMS: tempo de retencido = 1,28 min, (M'+H) = 182)
N O
cHy W
S N NH
\ 2
H
Amida do acido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-
carboxilico

N O
T

NH,

\
H

Adicionar a uma solugdo do é4cido 2-bromo-6H-pirrolo
[3,2-d]tliazole-b-carboxilico (2,53 g, 10 mmol) em DMFE
(45 mL), DIEA (diisopropiletilamina, 10 mL, ) eq), EDC
(1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida HC1, 5,0 g,
3,5 eq); HOBT (l-hidroxibenzotriazole, 1,91 g, 14 mmol, 1,4 eq)
e NH.,Cl (2,25 g, 42 mmol). Agitar a mistura, a temperatura

ambiente, durante 6 h e monitorizar por LC-MS. Quando completa,
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diluir a mistura com acetato de etilo e lavar com agua e solucgédo
aquosa saturada de cloreto de sdédio. Recolher o sdélido por
filtragao (2,21 gm) e purificar por cromatografia em silica gel
(cartucho de silica ISCO, 4 g, eluir com metanol (10-40%) em

cloreto de metileno), para dar o composto em epigrafe (550 mg).
LCMS: tempo de retencdo = 2,11 min, (M') = 245,98

Amida do &cido 6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico

Y

ST N NH,
\
H

Preparar a amida do acido 6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-
carboxilico por aminacdo do 4&acido 6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-
carboxilico de um modo semelhante, como descrito acima, para a
preparacao de amida do &cido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-
carboxilico a partir do &acido 2-bromo-6H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-

5-carboxilico.

Preparacgéo geral de diarildissulfuretos e

di-heterociclodissulfuretos

Adicionar a uma solucdao do ariltiol nado substituido ou
apropriadamente substituido (17,2 milimol, 1,0 equivalente) e
MeOH (30 mL), uma solucdao de perborato de sdédio (22 milimol) e
dgua (20 mL) com agitacdao e, em seguida, deixar a reaccgdo em
repouso a ta, de um dia para o outro. Recolher o sdélido por

filtracdo e lavar com metanol, para dar o diarildissulfureto
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desejado. Outros dissulfuretos incluindo
di-heterociclodissulfuretos (e.qg., bis(2-tienil)dissulfureto)
podem ser preparados de um modo semelhante, como descrito para a

preparacao dos diarildissulfuretos desejados.

Métodos para Tioarilagdo da Unidade Pirrole

Método 1: Amida do A&cido 6-fenilsulfanil-4H-tieno[3,2-

blpirrole-5-carboxilico (Ia)

S
S o)
S
N NH,
H
Tratar a amida do acido 4H-tieno[3,2-blpirrole-5-

carboxilico (75 mg, 0,45 mmol) com NaH (45 mg, 60% em O&leo,
1,12 mmol, 2,5 eq) em N,N-dimetilformamida (1,3 mL) , a
temperatura ambiente, sob azoto, durante 35 minutos. Adicionar
difenildissulfureto (137 mg, 1,4 eq) e aquecer a mistura a
70 °C, de um dia para o outro. Diluir a mistura com solugéo
aquosa saturada de cloreto de sdédio (2 mL) e extrair com acetato
de etilo. Concentrar a solugado de acetato de etilo para dar um
6leo e purificar por cromatografia em silica gel (cartucho de
silica ISCO, 4 g, eluir com metanol 0-10% em cloreto de

metileno) para dar o composto em epigrafe (55 mg).

LCMS: tempo de retencdo = 3,03 min, (M'+H) = 275,01
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & ppm 5,94 (s, 1H) 7,03 (d,
J = 5,25 Hz, 1H) 7,14-7,27 (m, 6H) 7,79 (br s, 1H) 10,79 (br s,
1H)

Método 2: Amida do 4acido 6-(3-fluorofenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-b]pirrole-5-carboxilico (Ib)

S
S | N\ o F
\
N NH,
H
Adicionar amida do acido 4H-tieno[3,2-b]lpirrole-5-
carboxilico (60 mg, 0,36 mmol) a uma mistura de

bis(3-fluorofenil)dissulfureto (150 mg, 0,51 mmol) e carbonato
de césio (120 mg, 1 eqg.) em DMF (2,5 mL) e, em seguida, aguecer
a 95 °C, durante 3 hr. Seguir a reaccadao por TLC. Quando
completa, diluir a mistura reaccional com acetato de etilo
(15 mL) e lavar com solucdao aquosa saturada de cloreto de sdédio
(25 mL). Secar a solucdo orgadnica, concentrar para dar um Oleo
em bruto e purificar o 6leo por cromatografia em silica gel
(cartucho de silica 1ISCO, 4 g, eluir com metanol 0-10% em
cloreto de metileno) para proporcionar o composto em epigrafe

(81 mg) .

LCMS: tempo de retencdo = 3,47 min, (M'+H) = 293

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & ppm 5,67 (s, 1H), 6,82-6,90 (m, 2H),
6,96 (ddd, J = 7,87, 1,50, 1,37 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 5,25 Hz,
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&), 7,17-7,24 (m, 1H), 7,31 (4, J = 5,25 Hz, 1H), 7,70 (s, 1H),
9,96 (s, 1H)

Método 3: Amida do A4cido 4-(piridin-2-ilsulfanil)-6H-

tieno[2, 3-b]pirrole-5-carboxilico (IIa)

N/
L)
7 T Y °
s— N  NH

\ 2
H

Tratar amida do &cido 6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-carboxilico
(57 mg, 0,34 mmol) com NaH (19 mg, 0,78 mmol, 2,3 eq) em
N,N-dimetilformamida (1 mL), & temperatura ambiente, sob azoto
durante 45 minutos. Adicionar 2,2"-dipiridildissulfureto
(106 mg, 1,4 eq) e agitar a mistura, de um dia para o outro, a
temperatura ambiente. Diluir a mistura com &gua e extrair com
acetato de etilo. Concentrar a solugao de acetato de etilo para
dar um residuo que é purificado por cromatografia flash (ISCO,
cartucho de silica, eluir com metanol a 5% em cloreto de
metileno (+1% amdénia a 7 N em metanol) para proporcionar o

composto em epigrafe (32 mg, 32%).

LCMS: tempo de retencdo = 2,53 min, (M'+H) = 276,022
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Método 4: Amida do 4&cido 4-(fenilsulfanil)-6H-tieno[2,3-

blpirrole-5-carboxilico (IIb)

S NH,

S
/|\o
N

H

Tratar amida do &cido 6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-carboxilico
(50 mg, 0,30 mmol) em N,N-dimetilformamida (0,5 mL) com NaH
(29 mg, 60% em O6leo, 0,75 mmol, 2,5 eq) a temperatura ambiente,
sob azoto, durante 45 minutos. Adicionar difenildissulfureto
(92 mg, 0,4 mmol, 1,4 eg) e agitar a mistura, a 60 °C, de um dia
para o outro. Aumentar a temperatura a 100 °C, durante 5 horas e
arrefecer a temperatura ambiente. Diluir a reaccdo com &agua e
acetato de etilo*, apds o que o composto em epigrafe cristaliza
da solucdo. Recolher o produto por filtracdo e secar sob vacuo

para dar o composto em epigrafe (28 mg).
LCMS: tempo de retencdo = 3,068 min, (M'+H) = 275,024

* Em alguns casos (ver tabelas 1 e 2, coluna do método de
sintese) gquando o método 4 foi wutilizado, o0s compostos nao
cristalizaram. Nesta situacao, separar a porcgao de acetato de
etilo e concentrar para dar um residuo em bruto e purificar o
residuo por cromatografia flash (ISCO, cartucho de silica,
eluido com metanol a 10% em cloreto de metileno (+1% amdénia a 7

N em metanol) para proporcionar o composto desejado.
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Método 5: Amida do acido 2,6-bis-fenilsulfanil-4H-

pirrolo[3,2-d]tiazole-5-carboxilico (IIq)

Adicionar difenildissulfureto (93 mg, 0,43 mmol, 1,25 eq) a
uma mistura de amida do 4dcido 2-bromo-4H-pirrolo[3,2-d]tiazole-
5-carboxilico (85 mg, 0,34 mmol) e carbonato de césio (140 mg,
1,25 eq) em DMF (4 mL). Aquecer a mistura a 100 ©°C, durante
16 horas. Remover a DMF sob pressdo reduzida e dividir o residuo
em agua e acetato de etilo. Lavar a fase orgadnica com solucéo
aquosa saturada de cloreto de sédio e, em seguida, secar e
filtrar a fase orgénica. Adicionar o filtrado a um vaso contendo
uma pequena quantidade de silica gel (cerca de 0,5 g) e evaporar
o solvente para proporcionar o produto em bruto adsorvido em
silica gel. Colocar a silica gel no topo de uma pequena coluna
contendo cerca de 4 g de silica gel e eluir com 0-10% de MeOH em

DCM, para proporcionar 8 mg (6,5%) do composto em epigrafe.

LCMS: tempo de retencdo = 3,30 min, (M') = 383,02
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Tabela 1

Compostos de Fdérmula (I)

(M é 8S)
—R,
S R,
R—G [
L N\ 0
R, @

Exemplo R, Ry R3X R4 L Método de
No Sintese
Ta H NH, CeHsS H CH 1
Ib H NH; 3-F-CgH4S H CH
Ic H NH, 4-C1-CgH4S H CH 1
Id H NH; 2-NH,-CgH4S H CH 1
Ie H NH, 2-piridinils H CH 1
If H NH» 4—-CH3—-CgH4S H CH 1
Ig H NH, 2-tienils$s H CH 2
Th H NH» 3,5-(C1l),-CgH3S H CH 2
Ii H NH; 4-piridinils H CH 2
I H NH, 3-CH3—C¢H4S H CH 2
Ik H NH, 2-CH3—C¢H4S H CH 2
I1 H NH, 2,3-(Cl),—C¢H3S H CH 2
Im H NH, 2,5-(Cl),-CgHsS H CH 2
In H NH, 2-C,Hs—CeHaS H CH 2
Io H NH, 3-Br—-CgH,S H CH 2
Ip H NH, 3,5-(CH;3);,—CgH35S H CH 2
Ig H NH, 3-CH30-C¢H,4S H CH 2
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(continuacao)

Exemplo R, R, RxX Ry L Método de
No Sintese
Ir H NH, 2—CH;0-C¢H4S H CH
Is H NH, 2-CF5—C¢H4S H CH 2
It H NH» 2-F-CgcH4sS H CH 2
Tu H NH, 3-CF;0-CgH,S H CH 2
Iv H NH, CeHsS H N 4
Iw H NH, 3-F-C¢H4S H N 4%

Ix H NH; 2-piridinils H N 4

Ver rodapé que acompanha o método 4
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Tabela 2

Compostos de Férmula (II)

(M & 3)
x—Rs
L 2
R 0
N\ o
R, (D
Exemplo | R; R» R3X R4 L | Método de
No Sintese
ITa H NH» 2-piridinils H CH 3
ITb H NH» CeHsS H CH 4
ITc H NH» 3-F-C¢H4S H CH 4%
I1d H NH» 4-piridinils H CH 1
ITe H NH» 3,5-(C1),-C¢H3S H CH 1
I1f H NH» 2-tienils H CH 1
ITg H NH» 3-Br—-C¢H4S H CH 2
ITh H NH, 3-CH;0—-C¢H4S H CH 2
IIi H NH, 2—CH30—CgH4S H CH 2
117 H NH, 3-C1-C¢H4S H CH 2
IIk H NH, 3-CH5—C¢H4S H CH 2
IT1 H NH, Ce¢HsS CH; N 2
IIm H NH, 3-CH;0-C¢H4S CH, N 2
IIn H NH, 3-F-C¢H4S CH, N 2
ITo H NH, 3-C1-Cg¢H,4S CH; N 2
ITp H NH, 3-CF30-CgH,4S CHs N 2
IIg H NH, CeHsS CeHsS N 5
ITr H NH, 3-CH;0-CgH,4S 3-CH;0-CgH4S N 5
IIs H NH» CgHsS H N 2
ITt H NH» 3-CH30-C¢H4S H N 2

Ver rodapé acompanhando o método 4
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Tabela 3

Dados Espectroscédpicos para Compostos de Férmula (I)

(M & 3)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:
N° Massa Tempo de
Ton. retencao
Obs.* (min)
(amu)
Ia Amida do &dcido 6-fenilsulfanil-4H-| 275,011 3,034
tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico
Ib Amida do &cido 6-(3-fluorofenil- 293 3,47
sulfanil)-4H-tieno[3,2-b]lpirrole-
5-carboxilico
Ic Amida do Acido 6-(4-clorofenil-| 308,967 3,268
sulfanil)-4H-tieno[3,2-b]pirrole-
5-carboxilico
Id Amida do 4cido 6-(2-aminofenil-| 290,025 2,668
sulfanil)-4H-tieno[3,2-b]lpirrole-
5-carboxilico
Ie Amida do acido 6—(piridin-2- 276 2,57
ilsulfanil)-4H-tieno([3, 2~
blpirrole-5-carboxilico
If Amida do 4&cido 6-p-tolilsulfanil-| 289,024 3,218
4H-tieno[3,2-blpirrole-5-
carboxilico
Ig Amida do acido 6-(tiofen-2-11- 281,02 2,97
sulfanil)-4H-tieno[3,2-b]pirrole-
5-carboxilico
Ih Amida do acido 6-(3,5-dicloro- 342,96 3,55
fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-
blpirrole-5-carboxilico
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(continuacao)

Dados Espectroscépicos para Compostos de Foédrmula (I)

(M é 9)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:
N©° Massa Tempo de
Ton. retencao
Obs.* (min)
(amu)
Ii Amida do acido 6—(piridin-4- 276 1,39
ilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-
blpirrole-5-carboxilico
Iy Amida do 4&cido 6-m-tolilsulfanil- 287 2,71
4H-tieno[3,2-blpirrole-5-
carboxilico
Ik Amida do &cido 6-o-tolilsulfanil- 289 2,69
4H-tieno[3,2-blpirrole-5-
carboxilico
Il Amida do acido 6-(2,3-dicloro- 342,95 3,57
fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2—-
blpirrole-5-carboxilico
Im Amida do 4cido 6-(2,5-dicloro- 342,95 3,5
fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-
blpirrole-5-carboxilico
In Amida do acido 6—(2— 303,06 3,45
etilfenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-
blpirrole-5-carboxilico
To Amida do acido 6-(3-bromo-| 352,932 3,4

fenilsulfanil)-4H-tieno-[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico
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(continuacao)

Dados Espectroscépicos para Compostos de Foédrmula (I)

(M & 3)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:

N©° Massa Tempo de

Ton. retencao
Obs.* (min)
(amu)

Ip Amida do acido 6-(3,5- 303,05 3,47
dimetilfenilsulfanil)—-4H-
tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico

Ig Amida do acido 6—(3-metoxi- 305,03 3,17
fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2—-
blpirrole-5-carboxilico

Ir Amida do acido 6—(2-metoxi- 305,36 3,13
fenilsulfanil)—-4H-tieno[3, 2-
blpirrole-5-carboxilico

Is Amida do acido 6—(2- 343,01 3,37
trifluorometil-fenilsulfanil)-4H-
tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico

It Amida do acido 6—(2-fluoro- 293,02 3,15
fenilsulfanil)-4H-tieno[3, 2-
blpirrole-5-carboxilico

Iu Amida do acido 6-(3-1359,008 3,47

trifluorometoxi—-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico
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(continuacao)

Dados Espectroscépicos para Compostos de Foédrmula (I)

(M é 9)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:
N©° Massa Tempo de
Ton. retencao
Obs.* (min)
(amu)
Iv Amida do &dcido 6-fenilsulfanil-4H-| 274 3,052
pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-
carboxilico
Iw Amida do acido 6—(3-fluoro-|294,013 2,851
fenilsulfanil)-4H-pirrolo([2, 3-
dltiazole-5-carboxilico
Ix Amida do acido 6—(piridin-2- 277,035 2,334

ilsulfanil)-4H-pirrolo[2, 3-

dltiazole-5-carboxilico

* Tipo de 1do é M+H a néao ser que de outro modo indicado
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Tabela 4

Dados Espectroscédpicos para Compostos de Fédrmula (IT)
(M é 9)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:
N° RMN (CDC13) Massa Tempo de
Ion. retencao
Obs.* (min)
(amu)
ITa Amida do dcido 4—(piridin-2-| 276,022 2,53
ilsulfanil)-6H-tieno[2,3-blpirrole-
5-carboxilico
ITb Amida do acido 4-(fenilsulfanil)-| 275,024 3,068
bH-tieno[2,3-blpirrole-5-
carboxilico
IIc Amida do &cido 6-(3-fluorofenil- 276 3,43
sulfanil)-6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-
carboxilico
I1Id Amida do acido 4—(piridin—-4- 276,1 1,45
ilsulfanil)-6H-tieno[2,3-b]l-
pirrole-5-carboxilico
ITe Amida do &cido 4-(3,5-diclorofenil- 325,9 2,98
sulfanil)-6H-tieno[2,3-blpirrole-5-
carboxilico
IIf Amida do acido 4—(tiofen-2-1il1- 264 2,43
sulfanil)-6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-
carboxilico
IIg Amida do acido 4-(3-bromofenil- 352,9 4,31

sulfanil)-6H-tieno[2,3-blpirrole-5-

carboxilico
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(continuacao)

Dados Espectroscédpicos para Compostos de Fédrmula (ITI)
(M é 9)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:
N° RMN (CDC1ls) Massa Tempo de
Ion. retencao
Obs.* (min)
(amu)
ITh Amida do édcido 4-(3-metoxifenil- 305 3,44
sulfanil)-6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-
carboxilico
IT1 Amida do acido 4—(2-metoxifenil- 305 3,56
sulfanil)-6H-tieno[2,3-blpirrole-5-
carboxilico
IIj Amida do acido 4—(3-clorofenil- 309, 2 3,47
sulfanil)-6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-
carboxilico
RMN de 'H (300 MHz) & ppm 2,30 (s,
3H), 5,70 (br s, 1H), 6,89 (d, J =
5,25 Hz, 1H),
6,94-7,06 (m, 4H) , 7,14 (t,
J = 7,62 Hz, 1H), 7,87 (br s, 1H),
10,28 (br s, 1H)
Ik Amida do acido 4—(3-metilfenil- 289 4,1
sulfanil)-6H-tieno[2,3-b]lpirrole-5-
carboxilico
IT1 Amida do acido 2-metil-6-fenil-| 290,04 2,8

sulfanil-4H-pirrolo([3,2-d]ltiazole-

5-carboxilico
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(continuacao)

Dados Espectroscédpicos para Compostos de Fédrmula (ITI)
(M é 9)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:

N° RMN (CDC1ls) Massa Tempo de

Ion. retencao
Obs.* (min)
(amu)

IIm Amida do &dcido 6-(3-metoxifenil-| 320,05 2,69
sulfanil)-2-metil-4H-pirrolo[3,2-
dltiazole-5-carboxilico
RMN de 'H (300 MHz) 5  ppm
2,75 (s, 3H), 3,71 (s, 3H), 5,69
(br s, 1H), 6,64-6,68 (m, 1H),
6,72-6,77 (m, 2H), 7,12 (t,

J = 7,66 Hz, 1H), 7,86 (br s, 1H),
10,35 (br s, 1H)

IIn Amida do dacido 6-(3-fluorofenil-| 308,04 2,72
sulfanil)-2-metil-4H-pirrolo[3, 2-
dltiazole-5-carboxilico

ITIo Amida do acido 6-(3-clorofenil-| 323,99 2,82

sulfanil)-2-metil-4H-pirrolo[3,2-
dltiazole-5-carboxilico

de n

RMN (300 MHz) ¢ ppem
2,77 (s, 3H), 5,72 (br s, 1H),
7,03-7,18 (m, 4H), 7,76 (br s, 1H),
10,41 (br s, 1H)
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(continuacao)

Dados Espectroscdédépicos para Compostos de Fdoérmula (II)
(M & 3)
Exemplo Nome do Composto MS: MS:

N° RMN (CDC1l3) Massa Tempo de

Ton. retencao
Obs.* (min)
(amu)

IIp Amida do &cido 6-(3-trifluorometoxi- 374,02 3
fenilsulfanil)-2-metil-4H-
pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico

IIg Amida do acido 2,6-bis- 384,05 3,3
fenilsulfanil-4H-pirrolo[3, 2-
dltiazole-5-carboxilico

Ilr Amida do édcido 2,6-bis-(3-metoxi- 444,08 3,33
fenilsulfanil)-4H-pirrolo[3, 2-
dltiazole-5-carboxilico

IIs Amida do &cido 6-fenilsulfanil-4H- 275,98 2,77
pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico

ITt Amida do 4cido 6-(3-metoxifenil- 306 2,77
sulfanil)-4H-pirrolo[3,2-d]ltiazole-
5-carboxilico
RMN de 'H (300 MHz) 5  ppm
3,71 (s, 3H), 5,83 (br s, 1H),
6,66-6,70 (m, 1H), 6,77-6,81 (m,
2d), 7,13 (¢, J = 8,00 Hz, 1H),

7,96 (br s, 1H), 8,55 (br s, 1H),
10,63 (br s, 1H)
* Tipo de ido é M+H a nao ser que de outro modo indicado. Para

IIc, Ile,

ITf o tipo de ido observado foi
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Exemplos Bioldgicos

Ensaio de Placa de Filtro de Caseina Cinase Epsilon *°P-ATP
para Propdésito de Monitorizar Inibidores de CKle: Este ensaio
mede a capacidade de compostos em inibir a fosforilacadao do
substrato caseina pela enzima caseina cinase 1le utilizando um
ensaio de filtracdo P-ATP in vitro. Os compostos sdo testados a
cinco concentracdes em duplicado de modo a gerar valores de ICsg
ou % de inibicdao a uma concentracadao de 10 micromolar gque estao
resumidos na Tabela 4.

Materiais:

Equipamento:

Robd Manipulador de Liquidos Beckman Biomek 2000

Pipetador de 96 Canais Automdtico Beckman Multimek

96

Kit Basico de Sistema de Vacuo Millipore

N° MAVMO960R

Doseador de Liquidos Titertek Multidrop

Contador de Cintilac¢édo Liquida Topcount NXT

Placas:

Placa Costar EIA/RIA N° 9018

79



Placa Falcon de Poliestireno de 96 pocos de fundo

em U N° 353910

Placas Millipore Multiscreen de Filtracao de

96 pocgos N° MAPHNOBS50

Placas Millipore Multiscreen TopCount Adapter N°
SE3M203V6

Quimicos:

EGTA da SIGMA N° E-3889

Caseina (desfosforilada) da SIGMA N° C-4032

ATP da SIGMA N° A-7699

DTT da Fisher Biotech N° BP1725

Acido Tricloroacético da SIGMA N° T-6399

v-7P-ATP 1 mCi/37 MBg da Perkin Elmer Life

Sciences N° NEG-602H

Enzima:

Caseina Cinase le, concentracgao final de
0,58 mg/mL obtida a partir de ©processos de
fermentacdo e purificacado, como sao bem conhecidos
pelo especialista na técnica. A acima é armazenada

como aliquotas de 100 pL a menos 80 °C.
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Compostos:

Compostos fornecidos para teste como composto

stock congelado dissolvido em DMSO a 100%.

Condigdes de Ensaio:

O volume de ensaio total final por pogo € igual a 50 pL gque

Se prepara como a seguir:

5 uL de composto stock diluido (10, 1, 0,1, 0,01 ou
0,001 pM),

5 pL de caseina desfosforilada de concentragao final de

0,2 pg/uL,
20 pL de CKle de concentracadao final de 3 ng/uL, e

20 pL de y-"P-ATP de concentracdo final de 0,02 uCi/pL

misturado com ATP frio (final de 10 pM).

Metodologia:

1. Preparar 500 mL de tampao de ensaio novo: Tris a 50 mM

pH 7,5, MgCl, a 10 mM, DTT a 2 mM € EGTA a 1 mM

2. Obter compostos para serem avaliados como 10 pL de a 10
mM dissolvido em DMSO a 100%. Utilizar um robd de
manuseamento de liquidos Biomek 2000, fazer diluigdes em

série para proporcionar diluigdes de composto final de 10,
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1, 0,1, 0,01 e 0,001 uM adicionado como adig¢des de 5 ulL a
placas Falcon de fundo em U. Tipicamente, testar 8 compostos
por placa de 96 pogos com coluna 1 e 12, servindo como pogos
de controlo. Um ensaio de monitorizacdo de rotina consistira

de 32 compostos, que equivale a 4 placas de ensaio.

3. Mapas de placa de ensaio sao construidos de acordo com o

seguinte padrao CKlePlateMap.xls

Mapa de Placa de Ensaio de Filtfagéo CK1e

- 23 4 5 6 78 9 10 11 12
N\Coniposto 1 iComposto 5 '
‘ iComposto 1 Composta 5
Composto 2 . v Composto 6 ———
Composto 2 Composto 6 ' - a1 o e
Composte 3 Composta 7
Composto 3 Composto 7
Composto 4 | ' Composta 8
Composto 4 Composic 8

1 a1 0,01:0,001 uM 16 1 0,1 0,010,001 uM

10
mm nzima+Caseina+ Tampao+33F-A TP Caseinas Tampaoc+33P-ATP

este |Enzima*Composto+Gaseina+33P-ATP

4, Adicionar 5 pL de composto como indicado, em seguida,
adicionar 5 pL of caseina desfosforilada (dissolvida em H0
destilada) (0,2 npg/pL) e 20 uL de CKle (3 ng/pL) aos pogos

adequados.

5. Finalmente, adicionar 20 nL de y—%P—ATP
(0,02 uCi/uL) /ATP frio a 10 pM (equivale a, aproximadamente,

2x10° CPM pPor pogo).
6. Turbilhonar a placa de ensaio de Fundo em U Falcon

contendo o volume reaccional de 50 uL e, em seguida,

incubar, a temperatura ambiente, durante 2 horas.
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7. No final de 2 horas, parar a reacg¢ao pela adicdo de 65 nL
de ATP a 2 mM arrefecido em gelo (preparado em tampao de

ensaio) as placas de ensaio utilizando um Beckman Multimek.

8. Ao mesmo tempo, adicionar 25 puL de TCA a 100%, arrefecido
em gelo, preparado em H;,O0 destilada para um numero

correspondente de placas de filtro MAPH Millipore.

9. Utilizando um pipetador de 8 canais manual, transferir
100 pL da mistura reaccional da Placa de Fundo em U Falcon
para as placas de filtro MAPH Millipore pré-embebidas em

TCA.

10. Misturar cuidadosamente as placas de filtro MAPH
Millipore e permitir que assentem, a temperatura ambiente,
durante, pelo menos, 30 minutos para precipitar as

proteinas.

11. Apds 30 minutos, colocar as placas de filtro num sistema
de véacuo Millipore e filtrar a ndo mais de 8 mm Hg uma vez
que os filtros MAPH tendem a “fechar por pressao” a valores

de vacuo mais elevados.

12. Lavar sequencialmente as placas de filtro e filtrar com
2 x 150 pL de TCA a 20%, 2 x 150 pL de TCA a 10% e 2 x 150uL
de TCA a 5% (total de 6 lavagens por placa/900 pL por pPogo).

13. Permitir que as placas sequem de um dia para o outro a
temperatura ambiente. No dia seguinte, adicionar 40 uL de
Fluido de Cintilacdo Packard Microscint-20 por pogo
utilizando um doseador Titertek Multidrop; selar as placas e

contar durante 2 minutos/po¢o num Contador de Cintilacéao
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Packard Topcount NXT (para proporcionar valores de

CPM/poco) .

Calculo:

1. Importar dados de Contagens Por Minuto (CPM) para um
cdlculo de dados e ficheiro de base de dados sob propriedade

intelectual (Activity Base por IDBS versdo 5.0).

2. A coluna 1 para cada placa reflecte a actividade de
fosforilacdo total da enzima na auséncia de qualquer
composto de inibicdo e representa, assim, 100%. A coluna
12 reflecte qualquer actividade de fosforilagcdao nao
especifica/radiocactividade retida na auséncia de composto de
inibicdo e enzima. Tipicamente, observa-se, aproximadamente,

1% de CPM Total que sao “naoc especificos”.

3. Por determinacao de CPM *“total” e “nac especifico” para
cada placa, ¢é possivel determinar a % de inibicdo da
capacidade da enzima em fosforilar o substrato para cada
concentracao de composto de ensaio. Utilizar estes dados de
% de inibicdo para calcular um valor de ICsg (concentracdo a
qual um composto €& capaz de inibir a actividade da enzima em
50%) para um composto utilizando um programa de ajuste de

curva nao linear contido no protocolo de cédlculo

Activitybase (DG0027-CK1-D-BL).

4, Estudos cinéticos determinaram o valor K, para o ATP como

sendo de 21 pM neste sistema de ensaio.
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Ensaio de Membrana de Afinidade de Estreptavidina para
Caseina cinase 13 para propdésito de inibidores de CK1d: Para
avaliar os compostos de ensaio para actividade CK1d em Placa de
Captura de Biotina (Promega V7542) em Membrana de Afinidade de

Estreptavidina (SAM).

Fornecedores e reagentes

HEPES Sigma N° H3375 PM = 238,3; Fosfato de R-glicerol
Sigma N° G-9891 MW = 216,0; EDTA a 0,5 M, pH 8,0 GibcoBRL;
Ortovanadato de sédio ACROS N° 205330500 Mw = 183,9; DTIT
(DL-ditiotreitol) Sigma N° D-5545 MW = 154,2; Cloreto de

Magnésio ACROS N° 41341-5000 Mw = 203,3; ATP Sigma N° A-7699 MW
= 551,1; VP ATP NEN N° NEG602H; Caseina cinase 18 Sigma
N° C4455; Substrato de Caseina Cinase 1 New England Peptide
Biotin-RRKDLHDDEEDEAMSITA MW = 2470

Preparar Tampado Cinase (KB, 100 mL) como se segue:

HEPES a 50 mM, pH 8,0 5 mL de stock a 1 M
MgCl a 10 mM 1 mL de stock a 1 M
B-glicerofosfato a 10 mM 1 mL de stock a 1 M
EDTA a 2,5 mM 500 pL de stock a 500 mM

ortovanadato de sdédio a 1 mM 100 pL de stock a 1 M
DTT a 1 mM 100 pL de stock a 1 M

agua 92,3 mL

Preparar Master Mix de ATP como se segue:

Preparar 1 mL de uma solucgdo de ATP a 1 M em agua (stock de

ATP a 1 M).
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Para 12 mL de KB:

Adicionar, em seguida, 12 pL de solucgdo ATP a 1 M

Adicionar 12 pL de P ATP (10 pCi/ul), NEG602H, Perkin

Elmer

Preparar a placa de reacgdo e conduzir o ensaio como se

segue:

1. Adicionar 10 upL de KB por pogo com ou sem O composto de

ensaio inibidor a pocos da placa de reacgao

2. Adicionar 60 pL de KB por pogo

3. Adicionar 10 pL de Substrato Péptido a 500 uM por pogo

4. Levar a placa até 37 °C

5. Adicionar 10 puL de diluig¢do de CK1d 1:10 ©por

pogo = 0,42 pg ou 0,68 unidades

6. Iniciar a reacgdo com 10 pL de ATP Master Mix por pogo

7. Colocar a placa de reacc¢cadao em incubador, a 37 °C,

durante 10 min.

8. Parar a reaccgdo com 10 pL de ATP a 1 M. Transferir 20 pL
para a Placa SAM e deixar em repouso 10 min, a temperatura

ambiente.

86



9. Lavar trés vezes com 100 pL de solugao de NaCl a 2 M, em
seguida, trés vezes com 100 pL de solugdes de NaCl a 2 M e
H3PO, a 1% e, depois, trés vezes com 100 plL de &gua num

sistema de vacuo.

10. Secar a placa de filtro sob uma lampada, durante 30

min.

11. Selar o fundo da ©placa e adicionar 20 puL de

MicroScint 20

12. Ler em TOPCOUNT

Processos Experimentais de Ensaio Circadiano Celular

Cultura celular: Dividir culturas de fibroblastos Rat-1
Mperl-Iluc (P2C4) cada 3-4 dias confluéncia de (~10-20%) em
frascos de cultura tecidual de poliestireno de 150 cm’ ventilados
(Falcon N° 35-5001) e manter em meio de cultura [EMEM (Cellgro
N° 10-010-C); soro fetal de Dbovino a 10% (FBS; Gibco
N° 16000-044); e penicilina-estreptomicina a 50 I.U./mL (Cellgro
N°¢ 30-001-C1l)] a 37 °C e CO; a 5%.

Transfecgéo estavel: Culturas de fibroblasto Rat-1
co-transfectadas a confluéncia de 30-50% com vectores contendo ©
marcador selectivo resistente a Zeocina para transfeccdo estéavel
e um gene repdérter de luciferase controlado por promotor de
mPer-1. Apds 24-48 horas, dividir as culturas em placas de
96 pogos e manter em meio de cultura com suplemento de Zeocina a

50-100 pg/mL (Invitrogen N° 45-0430) durante 10-14 dias. Avaliar
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os transfectantes estdveils resistentes a Zeocina para expressdo
de repdrter por suplemento do meio de cultura com luciferina a
100 uM (Promega N° E1603) e avaliacdo da actividade luciferase
num contador de cintilacado TopCount (Modelo Packard N° C384VvV00).
Sincronizar os clones de Rat-1 gue expressam ambos a actividade
de luciferase resistente a Zeocina e controlado por mPerl, por
soro de cavalo a 50% [HS (Gibco N° 16050-122)] chogque sérico e
avaliar para a actividade de repdrter circadiano. Seleccionar o
clone P2C4 de fibroblastos de Rat-1 Mperl-luc para ensaio de

composto.

Protocolo de sincronizagdo: Colocar em placa fibroblastos
de Rat-1 Mperl-luc (P2C4) (confluéncia a 40-50%) em placas de
cultura tecidual de 96 pocos opacos (PerkinElmer N° 6005680) e
manter em meio de cultura com suplemento de Zeocina a 100 pg/mL

(Invitrogen N° 45-0430) até que as culturas atinjam confluéncia

a 100% (48-72 h). Sincronizar as culturas com 100 pL de meio de
sincronizagao [EMEM (Cellgro N° 10-010-C) ; penincilina-

estreptomicina a 100 I.U./mL (Cellgro N° 30-001-Cl); HS a 50%
(Gibco N° 16050-122)], durante 2 horas, a 37 °C e C02 a 5%. Apds
sincronizacgdo, lavar as culturas com 100 pL de EMEM (Cellgro
N° 10-010-C) durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Apds
lavagem, substituir o meio com 300 pL de meio independente de
C02 [CO2I (Gibco N° 18045-088); L-glutamina a 2 mM (Cellgro
N° 25-005-Cl); penincilina-estreptomicina a 100 I.U./mL (Cellgro
N° 30-001-Cl); luciferina a 100 uM (Promega N° E1603)].
Adicionar 0s compostos a serem ensaiados para efeitos
circadianos a meio independente de CO, em DMSO a 0,3%
(concentracdo final). Selar as culturas 1imediatamente com
pelicula TopSeal-A (Packard N° 6005185) e transferir para

determinacado de actividade luciferase.
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Determinacdo de Repdérter Circadiano Automatizada: Apds
sincronizacgdo, manter as placas de ensaio a 37 °C, num incubador
de cultura tecidual (Forma Scientific Model N° 3914). Estimar a
actividade luciferase in vivo por determinacdao da emissdo de luz

relativa num contador de c¢intilacdao TopCount (Packard Model

N° C384v00). Transferir as placas do incubador para o leitor
utilizando um Dbrag¢o robdético ORCA (Beckman Instruments) e
software de ©programacgao automatizada  SAMI-NT (Versao 3.3;

SAGIAN/Beckman Instruments).

Anadlise de Dados: Utilizar Microsoft Excel e XLfit (Verséo
2.0.9; 1IDBS) para importar, manipular e registar os dados em
grafico. Realizar andlise de periodo tanto por determinacdo do
intervalo entre o minimo de emissdao de luz relativa durante
varios dias como por Transformada de Fourier. Ambos os métodos
produzem estimativa de periodo quase idéntica ao longo de uma
gama de periodos circadianos. Documentar a poténcia como ECat+in,
que ¢é a concentragao micromolar real que induz um aumento do
periodo em 1 hora. Analisar os dados por ajustamento de uma
curva hiperbdlica aos dados expressos como variagao de periodo
(eixo y) versus a concentracdao do composto de ensaio (eixo x) em

XLfit e interpolar o ECatyin @ partir desta curva.

Ensaio de Ciclo Circadiano em Rato

Este ensaio proporciona um meio para avaliar o efeito de um
composto de ensaio no ciclo circadiano in vivo. Utilizar ratos
Wistar machos (Charles River) com uma massa corporal inicial de
200-250 g. Acondicionar cada animal, individualmente, antes do

ensaio num ambiente controlado e manter uma temperatura ambiente
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termoneutra de 24-28 °C, sob um ciclo de luz/escuro de
12/12 horas (h) (luzes 1ligadas as 06:00 h), e dar racdo de
laboratdério padrdo e agua ad libitum. Implantar cada rato com um
transmissor de biotelemetria intra-abdominal (Minnimitter-VMFH,
series 4000, Sunriver, OR) para monitorizar a temperatura
central do corpo e actividade geral. Implantar cada transmissor
tal como as recomendacgbes do fabricante sob anestesia geral com
cetamina/xilazina (78/13 mg kgﬂ, ip) e permitir que os animais
recuperem durante 7-10 dias. Apdés o periodo de recobro, para
estabelecer o ciclo circadiano interno de cada animal, colocar
0os animais num ciclo de escuro constante (ciclo luz/escuro de
0/24 h) e permitir que o0s animais tenham liberdade de movimento
durante 7-10 dias antes da administracdo do composto de ensaio.
Durante o regime de dosagem, o0s animais receberam veiculo ou
composto (ip, sc ou po) a CT especificos (Tempos Circadianos)
durante um periodo de 48 horas. Monitorizar os animais durante
5 a 7 dias, num ciclo de escuro constante (ciclo luz/escuro de
0/24 h) apds fim do regime de dosagem. Para cada experiéncia,
recolher amostras de temperatura abdominal e dados de actividade
geral em intervalos de 5 minutos. Para andlise, wutilizar o
software VitalView e Actiview fornecido por Minimitter. Tragar
as temperaturas abdominais observadas obtidas para cada rato no
primeiro dia numa linha Thorizontal. Alinhar a 1linha das
temperaturas abdominais observadas abaixo de uma linha de
abcissa com o tempo circadiano (eixo de x). Tragar as
temperaturas abdominais observadas para cada dia sucessivo como
linhas individuais, de um modo semelhante, para proporcionar a
ordenada (eixo vy, em dias). Ligar o incremento inicial de
temperatura central do corpo que ocorre em cada dia com uma
linha recta, que permite a utilizacdo de dias multiplos para
estimar a fase <circadiana em qualgquer dia para cada rato

individual. Determinar o efeito do tratamento em fase por
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utilizagcdo da estimativa multi-dia de linha recta de fase antes
e apds a dosagem. O tratamento com um composto activo ira
provocar uma deslocalizacdo maior entre a linha recta ligando o
incremento inicial didrio da temperatura central do corpo antes
do tratamento com o composto e a linha recta que liga o
incremento inicial de temperatura central do corpo apds
tratamento com composto versus o controlo com veiculo antes e
apdés as linhas de tratamento. Calcular a diferenca entre essas
fases projectadas para o dia anterior a dosagem para o0s animais
tratados. Utilizar ANOVA, em conjunto com o teste t de Student,
para comparar variacgdes circadianas da temperatura corporal

média, em minutos, entre grupos.

Tabela 5

Dados Bioldgicos

Comp N° Ensaio de Placa de Ensaio Celular
Filtro Caseina ECat+in (M)
Cinase Ie “P-ATP
K; (nM)
Ia 544
Ib 157,35
Ic >10°
Id 110 >30
Ie 159
If 3090
Ig 915,49
Th 70,95
Ii 1677,81
T 116,26
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(continuacao)

Comp N° Ensaio de Placa de Ensaio Celular
Filtro Caseina ECaprs1n (M)
Cinase Ie P-ATP
K; (nM)
Tk 468,28
Tl 324,03
Im 1266,59
In 237,97
Io 78,65
Ip 356,87
Ig 37,99
Ir 331,34
Is 481,08
It 425,30
Tu 562
Iv 4550, 66
Iw 2025,39
Ix 1750, 71
ITa 64,04
Iib 811 0,874
Tic 256,88
Tid 1067, 73
Tie 109,11
Tif 1448, 84
Tig 30,64 2,492
Tih 24,73
ii | =
Tij 112,37
Tik 70,56
Til 184,63




(continuacao)

Comp N° Ensaio de Placa de Ensaio Celular
Filtro Caseina ECaprs1n (M)
Cinase Ie P-ATP
K; (nM)
Tim 68
Iin 15,90 0,998
ITIo 9,60 0,662
IIp 4030
IIg 334
IIr 333
ITs 47,00 1,155
ITt 22,00 1,974

Lisboa, 31 de Agosto de 2010
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REIVINDICACOES

Composto de férmula (I) ou férmula (ITI)

X/ R3 X’/ R3
M R, L R,
% A\
R(**Q | D RJ_ﬁﬁw I
L N 0O h{ 0
\ R
R, 1

M (1)

em que

X € S ou S(0),;

R; ¢ H ou algquiloCi-Cg;

Ry é NRsRg;

R; € arilo ou heterociclo;

Ry, €& H, alquiloC;—-Cg, alceniloC,—Csg, alciniloC,—Cg,

aril-(alquiloC;-C¢), heterociclo-(alquiloC;—-C¢),
alcoxiloC;-Cs, aril-(alcoxiloC:-Cs¢),
heterociclo-(alcoxiloC:-C¢), CFs, halogéneo,

alquilC; ¢tio, aril-(alquilC;-Ce¢tio),
heterociclo-(alquilC,-C¢tio), NO3, NH,, NRsRg,

aril-(alquilC;-Cgamino), heterociclo-(alquilC;-Cgamino)

ou XR3, em que X e Rz sdao como definidos acima;

Rs € H ou alquiloC;-Cs;



R¢ ¢ H ou algquiloCi—Ce;

L € N ou CRy7, em que R; é H ou alquiloC;-Cg¢;

M é& S, O ou NRg, em que Rg ¢é H, alquiloC;-Cg,
aril-(alquiloC;-C¢), heterociclo-(alquiloC;—-Cg) ou

acilo;

né 1l ou 2;

em que arilo significa gqualquer anel de carbono
monociclico, biciclico ou triciclico estdavel com até
sete membros em cada anel, em que, pelo menos, um anel
é aromatico e ndo substituido ou substituido com desde
um a trés substituintes seleccionados do grupo
consistindo de metilenodioxilo, hidroxilo,
alcoxiloC;-C¢, halogéneo, alquiloCi-Ce¢, alceniloC,-Cs,
alciniloC,—Cs, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
-NO,, —-NH,, -NH (alquiloC;-Cq), -N(alquiloCi-Cg) 2,

-NH-acilo e -N(algquilC,-Cg)acilo;

em qgue acilo se refere a um  grupo H-(C=0) —,

alquilC,;-C¢—-(C=0) -, aril-(C=0) -, aril(alquilC;-Cg) -
(C=0)—-, heterociclo-(C=0)- ou heterociclo(alquilC,-Cg) -
(C=0) -

em que heterociclo significa um anel heterociclico
monociclico estdvel de 5 a 7 membros ou biciclico
estdavel de 8 a 11 membros, o gqual é saturado e
insaturado, e o qual consiste de &tomos de carbono e
desde um a trés heterodtomos seleccionados do grupo

consistindo de N, 0O e S, e em que o0s heterodtomos de



azoto e enxofre podem estar, opcionalmente, oxidados,
e 0 heterodtomo azoto pode ser, opcionalmente,
quaterndario e incluindo gualquer grupo biciclico em
que qgqualquer dos anéis heterociclicos acima definidos
estd fundido a um anel benzeno, sendo o heterociclo
nao substituido ou substituido com desde um a trés
substituintes seleccionados do grupo
consistindo de alcoxiloCq—-Cg, hidroxilo,
halogéneo, algquiloCi-C¢, alceniloC,;-Cq¢, alciniloC;-Ce,
trifluorometilo, trifluorometoxilo, -NO3, —NH,,
-NH (alguiloCi-Cs¢), -N(alquiloC:-Cs¢) 2, -NH-acilo e

-N(alquilC,-C¢)acilo;

ou um seu estereoisdmero, um enantidmero, um racemato

ou um tautdmero; ou

um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Composto de acordo com a reivindicagao 1 de férmula (I) ou

férmula (II), em que M e X sao, cada, S.

Composto de acordo com a reivindicacdao 2 de férmula (I), em

que L é CRi.

Composto de acordo com a reivindicagdo 3, em que R; é H.

Composto de acordo com a reivindicagdo 4 seleccionado do

grupo consistindo em:

amida do 4dcido 6-fenilsulfanil-4H-tieno[3,2-b]lpirrole-

5-carboxilico,



amida do acido 6—(3-fluorofenil-sulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do &cido 6-(4-clorofenil-sulfanil)-4H-tienol[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do A&acido 6-(2-aminofenil-sulfanil)-4H-tieno[3,2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do &cido 6-(piridin-2-ilsulfanil)-4H-tieno[3,2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-p-tolilsulfanil-4H-tienol[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do &acido 6-(tiofen-2-il-sulfanil)-4H-tienol[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(3,5-dicloro-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do &cido 6-(piridin-4-ilsulfanil)-4H-tieno[3,2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-m-tolilsulfanil-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-o-tolilsulfanil-4H-tieno[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(2,3-dicloro-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,



amida do acido 6-(2,5-dicloro-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do 4&cido 6-(2-etil-fenilsulfanil)-4H-tienol[3, 2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do A&acido 6-(3-bromo-fenilsulfanil)-4H-tieno[3,2-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(3,5-dimetil-fenilsulfanil)-4H-

tieno([3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(3-metoxi-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(2-metoxi-fenilsulfanil)-4H-

tieno([3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(2-trifluorometil-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(2-fluoro—-fenilsulfanil)-4H-

tieno[3,2-blpirrole-5-carboxilico, e

amida do acido 6—-(3-trifluorometoxi-fenilsulfanil)-4H-

tieno[ 3,2-blpirrole-5-carboxilico.

Composto de acordo com a reivindicacgcdao 2 de férmula (I), em

que L é N.

Composto de acordo com a reivindicagdo 6 seleccionado do

grupo consistindo de:



10.

amida do acido 6-fenilsulfanil-4H-pirrolo[2,3-

dltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(3-fluoro-fenilsulfanil)-4H-

pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-carboxilico, e

amida do acido 6-(piridin-2-ilsulfanil)-4H-

pirrolo[2,3-d]ltiazole-5-carboxilico.

Composto de acordo com a reivindicacdo 2 de férmula (II),

em que L é CRjy.

Composto de acordo com a reivindicacao 8, em que R; é H.

Composto de acordo com a reivindicagdo 9 seleccionado do

grupo consistindo de:

amida do 4&acido 4-(piridin-2-ilsulfanil)-6H-tieno[2,3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(fenilsulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 6—(3-fluorofenil-sulfanil)-6H-

tieno[2,3-blpirrole-5-carboxilico,

amida do &cido 4-(piridin-4-ilsulfanil)-6H-tieno[2,3-

bl-pirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4-(3,5-diclorofenil-sulfanil)-6H-

tieno[2,3-blpirrole-5-carboxilico,



11.

12.

amida do acido 4-(tiofen-2-il-sulfanil)-6H-tienol[2,3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do &dcido 4-(3-bromofenil-sulfanil)-6H-tieno[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(3-metoxifenil-sulfanil)—-6H-

tieno[2,3-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4—(2-metoxifenil-sulfanil)—-6H-

tieno([2,3-blpirrole-5-carboxilico,

amida do acido 4-(3-clorofenil-sulfanil)-6H-tieno[2,3-

blpirrole-5-carboxilico, e

amida do &dcido 4-(3-metilfenil-sulfanil)-6H-tienol[2, 3-

blpirrole-5-carboxilico.

Composto de acordo com a reivindicacdo 2 de fdérmula (II),

em que L & N.

Composto de acordo com a reivindicagao 11 seleccionado do

grupo consistindo de:

amida do acido 2-metil-6-fenil-sulfanil-4H-

pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 6-(3-metoxifenil-sulfanil)-2-metil-4H-

pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,



13.

amida do acido 6-(3-fluorofenil-sulfanil)-2-metil-4H-

pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,

amida do Aacido 6-(3-clorofenil-sulfanil)-2-metil-4H-

pirrolo[3,2-d]ltiazole-5-carboxilico,

amida do 4&dcido 6-(3-trifluorometoxi-fenilsulfanil)-2-

metil-4H-pirrolo[3,2-d]tiazole-5-carboxilico,

amida do &cido 2,6-bis-fenilsulfanil-4H-pirrolo[3,2-

dltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 2,6-bis-(3-metoxi-fenilsulfanil)-4H-

pirrolo[3,2-dltiazole-5-carboxilico,

amida do acido 6-fenilsulfanil-4H-pirrolol[3,2-

dltiazole-5-carboxilico, e

amida do acido 6—(3-metoxifenil-sulfanil)-4H-

pirrolo[3,2-dltiazole-5-carboxilico.

Composicao farmcéutica compreendendo um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel e um composto de fdérmula (I) ou
férmula (II) de acordo com a reivindicacdao 1, ou um
esteroisdmero, um enantidmero, um racemato ou um tautdmero
do referido composto; ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.



14. Composto de férmula (I) ou férmula (II),

X"'R3 x—*’Ra
M R, L R,
/4
Ri*_<g | D R(_ﬁ< I )
L~ N 0 M N\ 0
\ R
R, 1

0y (11)

em que

X é& S ou S(0),;

R, € H ou algquiloC;,-Cs;

R2 é NR5R6,'

R; € arilo ou heterociclo;

-

R, €& H, alquiloC,-Cg, alceniloC,-Cg, alciniloC,—-Cg,

aril-(alquiloC:-C¢), heterociclo-(alquiloCi-Cs¢),
alcoxiloCq,-Ceg, aril-(alcoxiloC:-C¢),
heterociclo-(alcoxiloCi-C¢), CFs, halogéneo, SH,
alquilC;_¢tio, aril-(alquilC;-Cgtio),
heterociclo-(alquilCi-Ce¢tio), NO,, NH-, NRsRe,

aril-(alquilC;-Cgamino), heterociclo-(alquilC;-Cgamino),

ou XRs, em que X e Rs sdo como definidos acima;

Rs ¢ H ou algquiloCi-Ce;

R ¢ H ou algquiloCi-Ce;



L € N ou CRy7, em que R; é H ou alquiloC;-Cg¢;

M é& S, O ou NRg, em que Rg ¢é H, alquiloC;-Cg,
aril-(alquiloC;-C¢), heterociclo-(alquiloC;—-Cg) ou

acilo;

né 1l ou 2;

em que arilo significa gqualquer anel de carbono
monociclico, biciclico ou triciclico estavel com até
sete membros em cada anel, em que, pelo menos, um anel
é aromatico e ndo substituido ou substituido com desde
um a trés substituintes seleccionados do grupo
consistindo de metilenodioxilo, hidroxilo,
alcoxiloC:-C¢, halogéneo, alquiloCi-Ce¢, alceniloC,-Cs,
alciniloC,—Cs, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
-NO,, —NH,, -NH (alquiloC;-Cq), -N(alquiloCi;-Cg) 2,

-NH-acilo e -N(algquilCi;-Cg)acilo;

em qgue acilo se refere a um  grupo H-(C=0) —,

alquilC,;-C¢—-(C=0) -, aril-(C=0) -, aril(alquilC,;-Cq) -
(C=0)—-, heterociclo-(C=0)- ou heterociclo(alquilC,-Cg) -
(C=0)—;

em que heterociclo significa um anel heterociclico
monociclico estdvel de 5 a 7 membros ou biciclico
estdavel de 8 a 11 membros, o gqual é saturado e
insaturado, e o qual consiste de &tomos de carbono e
desde um até trés heterodtomos seleccionados do grupo
consistindo em N, O e S, e em que 0S8 heterodtomos de
azoto e enxofre podem estar, opcionalmente, oxidados,

e o) heterodtomo azoto pode ser, opcionalmente,
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15.

16.

17.

quaterndario e incluindo gqualquer grupo biciclico em
que qualquer dos anéis heterociclicos acima definidos
estd fundido a um anel benzeno, sendo o heterociclo
nao substituido ou substituido com desde um até trés
substituintes seleccionados do grupo
consistindo em alcoxiloC,-Cg, hidroxilo,
halogéneo, algquiloCi-C¢, alceniloC,;-Cq¢, alciniloC;-Ce,
trifluorometilo, trifluorometoxilo, -NO3, —-NH,,
-NH (algquiloCi-Cs¢), -N(alquiloCi1-C¢) 2, -NH-acilo e

-N(alquilC,-C¢)acilo;

ou um seu estereoisdmero, um enantidmero, um racemato

ou um tautdmero; ou

um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

para a sua utilizacao como um medicamento no
tratamento de um disturbio seleccionado de um

disturbio de humor ou de um disturbio de sono.

Composto de acordo com a vreivindicacdao 14, em gque o0

disturbio € um disturbio de humor.
Composto de acordo com a reivindicacao 15, em que o0
disturbio de humor é seleccionado de um disturbio

depressivo ou de um disturbio bipolar.

Composto de acordo com a reivindicagao 16, em que O

disturbio depressivo é o disturbio depressivo principal.

11



18.

19.

20.

21.

22.

Composto de acordo com a vreivindicacdao 16, em gque o
disturbio bipolar ¢é seleccionado do grupo consistindo em

disturbio bipolar I e disturbio bipolar II.

Composto de acordo com a vreivindicacdao 14, em gque o

disturbio € um disturbio de sono.

Composto de acordo com a reivindicagao 19, em que o
disturbio do sono € um disturbio do sono do ritmo

circadiano.

Composto de acordo com a reivindicagao 20, em que O
disturbio do sono do ritmo circadiano é seleccionado do
grupo consistindo de disturbio do sono devido a trabalho
por turnos, sindrome de jet lag, sindrome da fase do sono

avancado e sindrome da fase do sono retardado.

Processo para a preparagao de um composto de férmula (I) ou

férmula (II)

X/— R3 X/R3
M R, L 2
/4
Rf—*g | D R[_ﬂ< I )
L~ N o M N\ 0
\ R
R, 1

0 (1)

em que

X é S;

R € H ou alquiloC;-Cs;
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R2 é NR5R6,°

R; € arilo ou heterociclo;

R, € XR3, em que X e R; sao como definidos acima;

Rs € H ou alquiloCi-Ce;

R ¢ H ou algquiloCi-Ce;

L é& N;

M é& S, O ou NRg & algquiloC;-Cq, aril-(alquiloCi-Cs¢),

heterociclo-(alquiloC;-C¢) ou acilo;

em que arilo significa gqualquer anel de carbono
monociclico, biciclico ou triciclico estdvel até sete
membros em cada anel, em que, pelo menos, um anel é
aromatico e nao substituido ou substituido com desde
um a trés substituintes seleccionados do grupo
consistindo em metilenodioxilo, hidroxilo,
alcoxiloC,-C4, halogéneo, alquiloC;-C¢, alceniloC,;-Cg,
alciniloC,—Cg, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
-NOs, —NH,, -NH (alquiloC.-Cg), -N(algquiloC,-Cg) 5,

-NH-acilo e -N(alquilC,-C¢)acilo;

em que acilo se refere a um grupo H-(C=0) -,

alquilC,;-C¢—(C=0) -, aril-(C=0) -, aril (alquilC,-Cg¢)—
(C=0)-, heterociclo-(C=0)- ou heterociclo(alquilC;-Cg)-
(C=0)—;
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em que heterociclo significa um anel heterociclico
monociclico estdvel de 5 a 7 membros ou biciclico
estdavel de 8 a 11 membros, o gqual é saturado e
insaturado, e o qual consiste de &tomos de carbono e
de desde um a trés heterocatomos seleccionados do grupo
consistindo em N, O e S, e em que o0s heterodtomos de
azoto e enxofre podem estar, opcionalmente, oxidados,
e 0 heterodtomo azoto pode ser, opcionalmente,
quaternario, e incluindo qualquer grupo biciclico em
que qualquer um dos anéis heterociclicos acima
definidos estd fundido a um anel Dbenzeno, sendo o0
heterociclo nao substituido ou substituido com desde
um a trés substituintes seleccionados do grupo
consistindo em alcoxiloCq—-Cg, hidroxilo,
halogéneo, algquiloCi-C¢, alceniloC,;-Cq, alciniloC;-Cs,
trifluorometilo, trifluorometoxilo, -NOy, —-NH,,
-NH (alguiloCi-Cs¢), -N(alquiloCi1-C¢) 2, -NH-acilo e

-N(alquilC,-C¢)acilo;
compreendendo:

fazer reagir de um composto de fdérmula 10 ou
férmula 13, em que Ry é halogéneo e R, & como

definido acima

M R, L Ra
AT A
4 M N o)
L N\ O \
H H
10 13
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23.

com um diarildissulfureto ou um
di-heterociclodissulfureto, na presenca de uma

base adequada num solvente polar adequado, e

isolar o composto de férmula (I) ou fdérmula (II),

como definido acima, em que R, é XRj.

Processo da reivindicacao 22, em que R, do composto de
férmula 10 ou férmula 13 € bromo, a base € carbonato de
césio, o solvente polar ¢ dimetilformamida e a referida
reaccdo é realizada a uma temperatura que varia desde cerca
de 80 °C a cerca de 120 °C, por um periodo de tempo desde

cerca de uma hora a cerca de 6 horas.

Lisboa, 31 de Agosto de 2010
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