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(57) Resumo: DERIVADOS DE  PIRROLOPIRIMIDINA
UTILIZADOS COMO INIBIDORES DE HSP9O. A presente invengéo
refere-se a compostos de formula (I) que possuem atividade inibidora
HSP9O e séo, portanto, uteis no tratamento de, inter alia, cancer: em
que Ry é hidrogénio, fldor, cloro, bromo, ou um radical de férmula -X-
Alq1-(Z) m-(Alq) n-Q em que X é -O-, -S- -S(O)-, -SO,-, ou -NH-, Z é -
O-, -8-, -(C=0)-, -(C=8)-, -S(0)-, -S02-, -NR*, ou, em cada orientagéao
- C(=0)0-, -C(=O)NR *, C(=S)NR *, -SO,NR *, -NR*C(=0)-, ou
NR*SO,- em que R* & hidrogénio ou C4-Cg alquila Alq1 e Alo|2 séo
radicais de C;-C; alquileno ou C,-C; alquenileno divalentes
opcionalmente substituidos, m, n e p séo independentemente Oou 1, e
Q ¢é hidrogénio ou um radical carbociclico ou heterociclico
opcionalmente substituido; R, € um radical de férmula -(Ar1)p-(AIq1)q-
(Z)r-(Aqu) s-Q em que Ar' é um radical de arila ou heteroarila
opcionalmente substituido, Alq', Alg?>, Z, e Q sdo como definidos
acima, e p, ¢, r € s sao independentemente 0 ou 1; e R; é ciano (-CN),
fldor, cloro, bromo, metila em que um ou mais atomos de hidrogénio
s@o opcionalmente substituidos por atomos de fllor, etila em que um
ou mais atomos de hidrogénio sao opcionalmente substituidos por
atomos de flaor, ciclopropila, -OH, -CH,OH, -C(O)NH,, -C(O)CHj; ou -
NH-.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengédo para "DERIVADOS
DE PIRROLOPIRIMIDINA UTILIZADOS COMO INIBIDORES DE HSP90".

A presente invencdo refere-se aos compostos de pirrolopirimidi-
na biciclicos substituidos tendo atividade inibidora de HSP90, ao uso de tais
compostos na medicina, em relagdo as doengas que sao responsivas a inibi-
cdo da atividade de HSP90 tais como cénceres, e as composicoes farma-
céuticas contendo tais compostos.

Antecedentes da Invencao

Os acompanhan_tes moleculares mantém a dobradura e a con-
formacdo apropriadas de proteinas e sdo cruciais na regulagao do equilibrio
entre a sintese e degradacéo da proteina. Eles foram apresentados de se-
rem importantes na regulagdo de fungdes celulares muito importantes, tais
como a proliferagdo e apoptose celular (Jolly and Morimoto, 2000; Smith et
al., 1998; Smith, 2001). ‘

Proteinas de Chogue Térmico (Hsps)
A exposi¢ao das células e varios estresses ambientais, incluindo

o choque térmico, alcoois, metais pesados e estresse oxidativo, resulta no
acumulo celular de varios acompanhantes, comumente conhecidos como
proteinas de choque térmico (Hsps). A indugdo de Hsps protege a célula
contra o insulto de estresse inicial, intensifica a recuperagéo e leva a manu-
tengdo de um estado tolerante de tensdo. Também se tornou claro, no en-
tanto, que certas Hsps também podem desempenhar um papel acompanha-
te molecular principal sob as condi¢des livres de estresse normais mediante
a regulagao da dobradura, degradacdo, localizagdo e fungdo corretas de
uma lista crescente de proteinas celulares importantes.

Existem varias familias de multiplos genes de Hsps, com produ-
tos genéticos individuais varidveis na expressao, fungéo e localizagao celu-
lar. Eles sdo classificados de acordo com o peso molecular, por exemplo,
Hsp70, Hsp90 e Hsp27. Vérias doengas em seres humanos podem ser ad-
quiridas como um resultado de dobradura errbnea da proteina (revisto em
Tytell et al., 2001; Smith et al., 1998). Em consequéncia, o desenvolvimento

de terapias que rompem o mecanismo de acompanhante molecular pode
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comprovar ser benéfico. Em algumas condi¢bes (por exemplo, doenca de
Alzheimer, doencas de priénio e doenga de Huntington), as proteinas de do-
bradura errdnea podem causar a agregacdo de proteina resultando em dis-
tarbios neurodegenerativos. Da mesma forma, as proteinas de dobradura
errdnea podem resultar na perda da fungéo de proteina tipo silvestre, levan-
do as funcdes moleculares e fisiologicas desreguladas na célula.

As Hsps também foram implicadas no cancer. Por exemplo, e-
xiste evidéncia de expressio diferencial de Hsps que pode se relacionar com
o estagio de progresséo tumoral (Martin et al., 2000; Conroy et al., 1996;
Kawanishi et al., 1999; Jameel et al., 1992; Hoang et al., 2000; Lebeau et al.,
1991). Como um resultado do envolvimento de Hsp90 em varios caminhos
oncogénicos critivos e da descoberta que certos produtos naturais com ativi-
dade anticancer séo direcionados a este acompanhante molecular, se suge-
re que a inibicao da fungdo de Hsp90 pode ser Util no tratamento de cancer.
Para este fim, o primeiro na classe de protuto natural 17AAG esta corrente-
mente nos testes clinicos de Fase II.

Hsp90

A Hsp90 constitui cerca de 1 a 2 % da proteina celular total. Nas
células, ela forma complexos de multiplas proteinas dinamicos com uma
ampla variedade de proteinas acessorias (referidas como co-acompanhates)
que parecem responsaveis para a regulagdo da fungdo de acompanhate
(Young et al., 2001). Quando as células sofrem vérios estresses celulares
ambientais, a Hsp90 forma um componente de nucleo da resposta de es-
tresse celular mediante a interagdo com muitas proteinas apos a sua con-
formagdo nativa ter sido alterada. Os estresses ambientais, tais como cho-
que térmico, metais pesados ou dlcool, geram dobradura errdnea da protei-
na localizada. A Hsp90 (de comum acordo com outros acompanhantes) liga
estas proteinas de dobradura errénea permitindo a redobradura adequada e
prevenindo a agregagdo nao-especifica (Smith et al., 1998). Alem disso, 0s
recentes resultados sugerem que a Hsp90 também pode desempenhar um

papel no tamponamento contra os efeitos de mutagao, presumivelmente

‘mediante a corre¢do da dobradura inapropriada de proteinas mutantes (Ru-
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therford and Lindquist, 1998). No entanto, a Hsp30 também possui um papel
regulador importante. Sob condigdes fisioldgicas normais, juntamente com seu
homologo de reticulo endoplasmico GRP94, a Hsp90 desempenha um papel de
organizagao na célula, mantendo a estabilidade conformacional e maturagao de
muitas proteinas clientes. Estas podem ser subdivididas em trés grupos: (a) re-
ceptores do hormédnio esterdide (por exemplo, receptor de estrogénio, receptor
de progesterona) (b) Ser/Thr ou tirosina cinases (por exemplo, Her2, Raf-1,
CDK4 e Lck), e (c) uma colecéo de proteinas aparentemente ndo relacionadas,
por exemplo, mutante p53 e a subunidade catalitica de telomerase hTERT.
Também foi mostrado recentemente que a Hsp90 é responsavel pela estabi-
lizagdo e ativagdo das cinases mutantes onde a cinase tipo silvestre néo é
um cliente Hsp90 (para um exemplo vide a B-Raf story published in da Ro- ‘
cha Dias et al., 2005). Todas estas proteinas desempenham papéis regula-
dores chaves em muitos processos fisioldgicos e bioquimicos na célula. No-
vas proteinas clientes de Hsp90 estdo sendo constantemente identificadas; -

vide http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf para a lista mais

recente.

A familia de Hsp90 altamente conservada em seres humanos
consiste de quatro genes, a saber, as isoformas Hsp90o. e Hsp90p citosoli-
cas (Hickey et al., 1989), GRP94 no reticulo endoplasmico (Argon et al.,
1999) e Hsp75/TRAP1 na matriz mitrocondria (Felts et al.,. 2000). A parte das
diferencas na localizagdo subcelular, muito pouco é conhecido a cerca das
diferencas na fungdo entre Hsp90a/B, GRP94 e ’TRAP1. Os relatos iniciais
que sugerem que certas proteinas clientes fossem acompanhadas por uma
Hsp90 especifica (por exemplo, Her2 em Grp94 isoladamente) parecem ter
sido erréneos.

A Hsp90 participa em uma série de interagbes complexas com
uma faixa de proteinas clientes e reguladoras (Smith, 2001). Embora os de-
talhes moleculares precisos permanecem para serem elucidados, estudos
bioquimicos e cristalograficos de raio X (Prodromou et al., 1997; Stebbins et
al., 1997) realizados durante os Ultimos anos tém fornecido critérios cada

vez mais detalhados na fungao de acompanhante de Hsp90.
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Seguinte a controvérsia mais no principio sobre este assunto,
fica agora claro que a Hsp90 é um acompanhante molecular dependente de
ATP (Prodromou et al, 1997), com dimerizagdo dos dominios de ligagao ao
nucleotideo sendo essencial para a hidrélise de ATP, que € por sua vez es-
sencial para a fungdo de acompanhante (Prodromou et al, 2000a). A ligagéo
de ATP resulta na formacdo de uma estrutura de dimero toroidal em que os
dominios N terminais sdo levados em contato mais préximo um com o outro
resultando em uma mudanga conformacional conhecida como o ‘mecanismo
clampe’ (Prodromou and Pearl, 2000b). Esta mudanga conformacional €, em
parte, regulada pelos varios co-acompanhantes associados com a Hsp90
(Siligardi et al., 2004).

Inibidores de Hsp90 Conhecidos
A primeira classe de inibidores de Hsp90 a ser descoberta foi a

classe de ansamicina de benzoquinona, que inclui os compostos de herbimi-
cina A e geldanamicina. Eles foram mostrados de inverter o fendtipo maligno
de fibroblastos transformados pelo oncogene (Uehara et al., 1985), e subse-
quentemente apresentam atividade antitumoral potente em modelos animais
tanto in vitro (Schulte et al., 1998) quanto in vivo (Supko et al., 1995).
Estudos de imunoprecipitacdo e matriz de afinidade tém mostra-
do que o mecanismo principal de agdo da geldanamicina envolve a ligagao a
Hsp90 (Whitesell et al., 1994; Schulte and Neckers, 1998). Além do mais,
estudos cristalograficos de raio X tém mostrado que a geldanamicina compe-
te no sitio de ligagdo ATP e inibe a atividade ATPase intrinseca de Hsp90
(Prodromou et al., 1997; Panaretou et al., 1998). Esta interrupgdo do ciclo de
acompanhante (através do bloqueio do movimento de ATP) causa a perda
do co-acompanhante p23 do complexo e o direcionamento das proteinas
clientes para a degradagédo através do caminho proteasoma ubiquitina. 17-
Alilamino, 17-demetoxigeldanamicina (17AAG) retém a propriedade de inibi-
cdo de Hsp90 resultando na deplegédo da proteina cliente e atividade antitu-
moral na cultura celular e modelos de enxerto xenoblastico (Schulte et al,
1998; Kelland et al, 1999), mas possui significativamente menos hepatotoxi-
cidade do que a geldanamicina (Page et al, 1997). De interesse, a 17AAG foi
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mostrada de ser muito mais ativa sobre as células tumorais do que sua afini-
dade com a Hsp90 purificada sugere. Isto tem levado a sugestao de que as
células tumorais (mas né@o células ndo-tumorigénicas) contém uma confor-
magao de alta afinidade de Hsp90 na qual a 17AAG se liga mais firmemente,
e confere seletividade tumooral nos inibidores de Hsp90 (Kamal et al., 2003).
A 17AAG esta correntemente sendo avaliada nos testes clinicos de Fase Il.

Radicicol é um antibiético macrociclico mostrado para inverter o
fenétipo maligno de fibroblastos transformados vSrc e vHa-Ras (Kwon et al,
1992; Zhao et al, 1995). Foi mostrado de degradar vérias proteinas de sinali-
zacdo como uma conseqiiéncia da inibigdo de Hsp90 (Schulte et al., 1998).
Os dados cristalograficos de raio X confirmaram que o radicicol também se
liga ao dominio N terminal de Hsp90 e inibe a atividade ATPase intrinseca
(Roe et al., 1998). O radicicol carece de atividade antitumoral in vivo devido
a natureza quimica instavel do composto.

Os antibiéticos de cumarina sdao conhecidos de se ligarem ao
DNA girase bacteriano em um sitio de ligagdo ATP homoélogo a aquele do
Hsp90. A cumarina, novobiocina, foi mostrada dde se ligar ao terminal de
carbéxi da Hsp90, isto &, em um sitio diferente aquele ocupado pelas ansa-
micinas de benzoquinona e radical que se liga no terminal N (Marcu et al.,
2000b). No entanto, isto ainda resultou na inibicdo da fungéo e degradacao .
de Hsp90 de varias proteinas de sinalizagdo acompanhate de Hsp90 (Marcu
et al. 2000a). A geldanamicina ndo pode se ligar a Hsp90 subsequente a
novobiocina; isto sugere que alguma interagdo entre os dominios terminais N
e C deve existir e é consistente com a visdo de que ambos os sitios séo im-
portantes com relagéo as propriedades de acompanhante da Hsp90.

Um inibidor de Hsp90 com base em purina, PU3, foi mostrado de
resultar na degradagdo de moléculas de sinalizag&o, incluindo Her2, e cau-
sar a interrupgdo e diferenciagdo do ciclo celular nas células de cancer da
mama (Chiosis et al., 2001). Estudos recentes tém identificado outros com-
postos com base em purina com atividade contra Her2 e atividade nos en-
saios de inibicao do crescimento celular (Dymock et al 2004; Kasibhatla et al
2003; Llauger et al 2005)..
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As publicagbes de patente WO 2004/050087, WO 2004/056782,
WO 2004/072051, WO 2004/096212, WO 2005/000300, WO 2005/021552,
WO 2005/034950 se relacionam com os inibidores de Hsp90.
Hsp90 como um Alvo Terapéutico

Devido ao seu envolvimento na regulag@o de varios caminhos de
sinalizagdo que sdo crucialmente importantes na condugdo do fenétipo de
um tumor, e a descoberta de que certos produtos naturais bioativos exercem
seus efeitos através da atividade de Hsp90, o Hsp90 acompanhante molecu-
lar esta correntemente sendo avaliado com um novo alvo para o desenvol-
vimento de farmaco anticancer (Neckers et al., 1999).

O mecanismo predominante de agdo da geldanamicina, 17AAG,
e radicicol envolve a ligagdo a Hsp90 no sitio de ligagédo ATP localizado no
dominio N-terminal da proteina, levando a inibicdo da atividade ATPase in-
trinseca de Hsp90 (Prodromou et al., 1997; Stebbins et al., 1997; Panaretou
et al., 1998). ‘

A inibicdo da atividade ATPase de Hsp90 por 17AAG induz a
perda de p23 do complexo de proteina acompanhante-cliente que interrom-
pe o ciclo de acompanhante. Isto leva a formagao de um complexos de pro-
teina HspQO-cliente que direciona estas proteinas clientes para a degrada-
cao através do caminho de proteasoma ubiquitina (Neckers et al., 1999; Whi-
tesell & Lindquist, 2005). O tratamento com inibidores de Hsp90 leva a de-
gradacao seletiva de proteinas importantes (por exemplo, Her2, Akt, receptor
de estrogénio e CDK4) envolvidas na proliferacdo celular, reculagao do ciclo
celular e apoptose, processos que sao fundamentalmente importantes no
cancer.

O desenvolvimento pré-clinico de 177AAG como um agente anti-
cancer tem sido bem documentado (Sausville et al., 2003) e esta corrente-
mente passando por testes clinicos de Fase Il. Os resultados dos testes cli-
nicos de Fase | foram recentemente publicados (Banerii et al., 2005; Goetz
et al., 2005; Ramanathan et al., 2005 and Grem et al., 2005). De todos estes
testes, aquele conduzido por Banerji et al. mostrou ser 0 mais positivo com

uma dose méaxima de 450 mg/m2/semana alcan¢ada com respostas de mar-
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cador PD na maioria dos pacientes e possivel atividade antitumoral em dois
pacientes.

A inibicdo da funcdo de Hsp90 foi mostrada causar degradagao
seletiva de proteinas de sinalizagdo importantes envolvidas na proliferagéo
celular, regulagéo do ciclo celular e apoptose, processos que sao fundamen-
talmente importantes e que sdo comumente desregulados no cancer (Hoste-
in et al.,, 2001). Uma analise racional atrativa para o desenvolvimentd de
medicamentos contra este alvo para uso na clinica € que mediante a deple-
¢ao simultanea de proteinas associada com o fenétipo transformado, pode-
se obter um efeito antitumoral forte e alcangar uma vantagem terapéutica
contra as células de cancer versus normais. Estes eventos a jusante da ini-
bicdo de Hsp90 sdo supostos de ser responsaveis para a atividade antitumo-
ral dos inibidores de Hsp90 na cultura celular e modelos animais (Schulte et
al., 1998; Kelland et al., 1999).

Recente trabalho tem mostrado que o estado de acetilagédo de
Hsp90 também desempenha um papel no controle do ciclo de acompanhan-
te. A inibicdo de HDACS6 por inibidores de molécula pequena ou através do
direcionamento do gene siRNA interrompe o ciclo de acompanhante. Tais
tratamentos causam a degradagdo da proteina cliente em uma maneira ana-
loga aos inibidores do sitio de ATP de molécula pequena (Kovacs et al,
2005; Aoyagi & Archer, 2005).

Relatos recentes (vide Cowen et. al. Science 309, 2185 (2005) e
Heitman, Science 309, 2175, 2005) também indicam que a Hsp90 é requeri-
da tanto para a emergéncia de isolados fungicos resistentes aos agentes
antifingicos, quanto para a resisténcia continua ao farmaco visto que isto
tem ocorrido. Os inibidores de Hsp90, portanto, ressensibilizam as cepas
que se tornaram resitentes, por exemplo, aos agentes antifungicos de azol
(por exemplo, fluconazol) assim como aos agentes mais novos tais como
equinocandinas.

Descricao detalhada da invencao

Em um amplo aspecto da presente invengdo fornece um com-

posto de formula (1), ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste:
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R N N
em que
R: é hidrogénio, fluor, cloro, bromo, ou um radical de férmula
(1A):
-X-Alq"-(Z)m-(Alg®)n-Q (1A)
em que

X é -0-, -S- -5(0)-, -SO,-, ou -NH-,

Z é -O-, -S-, -(C=0)-, -(C=S)-, -S(0)-, -SO;-, -NR*-, ou, em cada
orientagdo -C(=0)O-, -C(=O)NRA- , -C(=S)NR"-, -SO.NR*-,

-NRAC(=0)-, ou -NR*SO,- em que R* é hidrogénio ou C4-Cs al-
quila _

Alg' e Alg? sdo radicais de Cy-Cj alquileno ou C,-Cs alquenileno
divalentes opciohalmente substituidos,

m, n e p sdo independentemente Oou 1, e

Q é hidrogénio ou um radical carbociclico ou heterociclico opcio-
nalmente substituido;

Rz é um radical de férmula (IB):

-(Ar')~(Alg")¢(2)-(AlgY)s-Q  (IB)

em que

Ar' é um radical de arila ou heteroarila opcionalmente substitui-
do, _

Alg' Alg2 Z, e Q sdo como definidos em relagdo a formula (IA), e

p, q, r € s sdo independentemente Oou 1; e '

Rs é ciano (-CN), fluor, cloro, bromo, metila em que um ou mais
atomos de hidrogénio sdo opcionalmente substituidos por atomos de fldor,
etila em que um ou mais atomos de hidrogénio sdo opcionalmente substitui-
dos por atomos de fltor, ciclopropila, -OH, -CH,OH, -C(=O)NH,, -C(=0)CHj,
ou -NHa.

Em um outro aspecto, a invengao fornece o uso de um composto
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de formula (1), ou um sal, N-6xido, hidrato ou solvato deste na preparacgao de
uma composi¢do para a inibicdo da atividade de HSP90 in vitro ou in vivo.

A invencdo também fornece um método de tratamento de doen-
¢as que sdo responsivas a inibicdo da atividade de HSP90 em mamiferos,
cujo método compreende a administragdo ao mamifero de uma quantidade
de um composto com definido de acordo com a reivindicagdo 1 eficaz para
inibir dita atividade de HSP90.

O uso in vivo, e método, da invencdo € aplicavel para o trata-
mento de doengas em que a atividade de HSP90 é implicada, incluindo o
uso para a imunossupressao ou o tratamento de doenca viral, infecgéao fun-
gica resistente ao farmaco (visto que os inibidores de HSP90 sao capazes
de ressensibilizar as cepas que se tornaram resistentes, por exemplo, aos
agentes antifungicos de azol (por exemplo, fluconazol) assim como agentes
mais novos tais como equinocandinas), doengas inflamatdrias tais como ar-
trite reumatdide, asma, esclerose multipla, diabeteé Tipo |, Il]‘pus, psoriase e
doenca intestinal inflamatoria; doenga relacionada com a angiogénese da
fibrose cistica tal como retinopatia diabética, hemangiomas e endometriose;
ou para a protecdo de células normais contra a toxicidade induzida pela
quimioterapia; ou doengas onde a insuficiéncia para sofrer apoptose € um
fator subjacente; ou prote¢do da lesdo hipoxia-isquémica devido a elevagao
de Hsp70 no coragéo e cérebro; encefalopatia espongiforme/CJD, doenga
de Huntingdon ou Alzheimer. Uso para o tratamento de cancer é especial-
mente indicado.

Como aqui usado, o termo "(C,-Cp)alquila” em que a e b sao
numeros inteiros refere-se a um radical de alquila de cadeia reta ou ramifi-
cada tendo de a a b atomos de carbono. Assim, quando a for 1 e b for 6, por
exemplo, o termo inclui metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila, isobutila,
sec-butila, t-butila, n-pentila e n-hexila.

Como aqui usado o termo "radical de (C,-Cp)alquileno divalente”
em que a e b sdo numero inteiros refere-se a uma cadeia de hidrocarboneto
saturada tendo de a a b atomos de carbono e duas valéncias ndo satisfeitas.

Como aqui usado o termo "(C,-Cy) alquenila" em que a e b séo
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numero inteiros refere-se a um componente de alquenila de cadeia reta ou
ramificada tendo de a a b &tomos de carbono tendo pelo menos uma ligacao
dupla e estereoquimica E ou Z onde aplicavel. O termo inclui, por exemplo,
vinila, alila, 1- e 2-butenila e 2-metil-2-propenila.

Como aqui usado o termo “radical de (C,-Cp) alquenileno diva-
lente" refere-se a uma cadeia de hidrocarboneto tendo de a a b atomos de
carbono, pelo menos uma ligacdo dupla, e duas valéncias ndo satisfeitas.

Como aqui usado o termo "cicloalquila" refere-se a um radical
carbociclico saturado tendo de 3 a 8 atomos de carbono e inclui, por exem-
plo, ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, cicloexila, cicloeptila e ciclooctila.

Como aqui usado o termo "cicloalquenila” refere-se a um radical
carbociclico tendo de 3 a 8 atomos de carbono contendo pelo menos uma
ligacdo dupla, e inclui, por exemplo, ciclopentenila, cicloexenila, cicloeptenila
e ciclooctenila.

Como aqui usado o termo "arila" refere-se a um radical aromati-
co carbociclico mono-, bi- ou triciclico, e inclui radicais carbociclicos monoci-
clicos ou biciclicos aromaticos fundidos em um anel carbociclico ou hetero-

ciclico ndo-aromatico. llustrativo de tais radicais s&o fenila, bifenila e naptila,

em que o anel A (i) é opcionalmente substituido, (ii) possui 5 ou 6 membros

e os radicais da formula:

de anel incluindo os carbonos do anel de fenila em que é fundido, e (iii) pos-
sui pelo menos um heteroatomo O, S ou N como um membro do anel.

Como aqui usado o termo "carbociclico" refere-se a um radical
ciclico cujos atomos do anel sdo todos carbono, e inclui radicais de arila,
cicloalquila e cicloalquenila.

Como aqui usado o termo "heteroarila" refere-se a um radical
aromatico mono-, bi- ou triciclico contendo um ou mais heteroatomos sele-
cionados de S, N e O. llustrativos de tais radicais séo tienila, benztienila, furi-

la, benzfurila, pirrolila, imidazolila, benzimidazolila, tiazolila, benztiazolila,
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isotiazolila, benzisotiazolila, pirazolila, oxazolila, benzoxazolila, isoxazolila,
benzisoxazolila, isotiazolila, triazolila, benztriazolila, tiadiazolila, oxadiazolila,
piridinila, piridazinila, pirimidinila, pirazinila, triazinila, indolila e indazolila.

Como aqui usado o termo néo qualificado "heterociclila” ou "he-
terociclico" inclui "heteroarila" como definido acima, e em particular refere-se
a um radical ndo-aromatico mono-, bi- ou triciclico contendo um ou mais he-
teroatomos selecionados de S, N e O, e aos grupos consistindo de um radi-
cal ndo-aromatico monociclico contendo um ou mais de tais heteroatomos
que sdo covalentemente ligados a outro tal radical ou a um radical carboci-
clico monociclico. llustrativo de tais radicais sdo grupos de pirrolila, furanila,
tienila, piperidinila, imidazolila, oxazolila, isoxazolila, tiazolila, tiadiazolila, pi-
razolila, piridinila, pirrolidinila, pirimidinila, morfolinila, piperazinila, indolila,
morfolinila, benzfuranila, piranila, isoxazolila, benzimidazolila, metilenodioxi-
fenila, etilenodioxifenila, maleimido e succinimido.

A ndo ser que de outra maneira especificada no contexto em
que ocorre, o termo "substituido" como aqui aplicado a qualquer componente
significa substituido com pelo menos um substituinte, por exemplo, selecio-
nado de (C4-Ce) alquila, (C1-Ce) alcooxi (incluindo a substituicdo de metile-
nodioxi e etilenodioxi nos atomos de carbono adjacentes de um anel carbo-
ciclico ou heterociclico), hidréxi, hidréxi(Cs-Ce)alquila, mercapto, mercap-
to(C4-Ce)alquila, (C4-Cg)alquiltio, monociclico carbociclico de 3 a 6 atomos
de carbono do anel, monociclico heterociclico de 5 ou 6 atomos do anel, ha-
lo (incluindo fltor e cloro), trifluorometila, trifluorometdxi, nitro, nitrila (-CN),
oxo, -COOH, -COOR*, -COR", -SO;R*, -CONH,, -SO-NH, -CONHR*,
SO,NHR", -CONRR®, -SO,NR"RP, -NH,, -NHR", -NR*R®, -OCONH,,
OCONHR®, -OCONR*R®, -NHCOR*, -NHCOOR?, -NR®COOR",
NHSO,OR?, -NRPSO,OR", -NHCONH,, -NR*CONH., -NHCONHR®
NRACONHR®, -NHCONR*R®, ou -NR*CONR*R® em que R* e R® sdo inde-
pendentemente um grupo de (C1-Ce)élquila. No caso onde o substituinte op-

cional contém um radical de alquila, em que o radical de alquila pode ser
substituido por um grupo carbociclico monociclico de 3 a 6 atomos de car-

bono do anel, ou um grupo heterociclico monociclico de 5 ou 6 atomos do
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anel. No caso onde o substituinte opcional for ou compreende um grupo car-
bociclico monociclico de 3 a 6 atomos de carbono do anel, ou um grupo mo-
nociclico heterociclico de 5 ou 6 atomos de anel, em que o préprio anel pode
ser substituido por qualquer um dos substituintes opcionais néo ciclicos lis-
tados acima. Um "substituinte opcional" pode ser um dos grupos de substitu-
inte incluidos na descricao acima.

Como aqui usado o termo "sal" inclui sais de adigao de base,
adicao de acido e quaternarios. Os compostos da invengéo que séo acidicos
podem formar sais, incluindo sais farmacéutica ou veterinariamente aceita-
veis, com bases tais como hidréxidos de metal alcalino, por exemplo, hidré-
xidos de sddio e potassio; hidroxidos de metal terroso alcalino, por exemplo,
hidréxidos de calcio, bario e magnésio; com bases organicas, por exemplo,
N-etil piperidina, dibenzilamina e similares. Aqueles compostos (I) que sao
basicos podem formar sais, incluindo sais farmacéutica ou veterinariamente
aceitaveis com acidos inorgéanicos, por exemplo, com acidos hidroalicos tais
como acidos cloridricos ou bromidricos, acido sulfurico, acido nitrico ou aci-
do fosférico e similares, acidos citricos, metanossulfénicos e p-tolueno sulfé-
nicos e similares. Qualquer referéncia aqui ndo qualificada a um composto
que caia dentro da férmula (1), deve ser interpretada como uma referéncia a
este composto, independente de quer esteja quer ndo esteja na forma de

sal.

Para uma recapitulacdo sobre sais, vide Handbook of Pharma-
ceutical Salts: Properties, Selection, and Use by Stahl and Wermuth (Wiley-

VCH, Weinheim, Germany, 2002).

Em comum com muitos compostos organicos uteis na medicina,
pelo menos alguns dos compostos da invengdo sdo esperados de serem
recuperaveis como hidratos cristalinos e solvatos. Tais hidratos e solvatos
sao formas fisico-quimicas evidentes meramente especificas dos compostos
ativos da invencgéo e, portanto, formam parte da inven¢do. Qualquer referén-
cia aqui ndo qualificada a um composto que caia dentro da férmula (l) deve
ser interpretada como uma referéncia e este composto, independente de

quer esteja quer nao esteja na forma de um hidrato ou solvato. O termo ‘sol-
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vato’ é aqui usado para descrever um complexo molecular compreendendo o
composto da invengdo e uma quantidade estequiométrica de uma ou mais
moléculas de solvente farmaceuticamente aceitaveis, por exemplo, etanol. O
termo ‘hidrato’ é empregado quando dito solvente for dgua.

Os nitrogénios no anel de pirimidina fundido presentes nos com-
postos da invengédo podem ser oxidados para formar N-6xidos. Tais N-Oxidos
substancialmente retém a atividade inibidora de HSP90 dos compostos de
origem, e assim formam parte da invencao. Qualquer referéncia aqui nao
qualificada a um composto que caia dentro da féormula () deve ser interpre-
tada como uma referéncia e este composto, independente de quer esteja
quer nao esteja na forma de um N-Oxido.

Os compostos com os quais a invengao esta envolvida que po-
dem existir em uma ou mais formas estereoisoméricas, por causa da pre-
senga de atomos assimétricos ou restrigées rotacionais, podem existir como
varios estereoisdbmeros com estereoquimica R ou S em cada centro de quiral
ou como atropisdbmeros com estereoquimica R ou S em cada eixo de quiral.
A invengdo inclui todos tais enantidmeros e diastereoisdbmeros e misturas
destes.

Os assim chamados ‘pro-farmacos’ dos compostos de formula (1)
também estdo dentro do escopo da invengdo. Assim certos derivados de
compostos de férmula (l) que podem ter pouca ou nenhuma atividade farma-
colégica a si mesmos podem, quando administrados no ou sobre o corpo,
ser convertidos nos compostos de formula (1) tendo a atividade desejada, por
exemplo, pela clivagem hidrolitica. Tais derivados s&o referidos como ‘pro-
farmacos’. Outra informagdo sobre o uso de pré-farmacos pode ser observa-
da em Pro-drugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14, ACS Symposium Seri-

es (T. Higuchi e W. Stella) e Bioreversible Carriers in Drug Design, Perga-

mon Press, 1987 (ed. E. B. Roche, American Pharmaceutical Association).
Os pro-farmacos de acordo com a invengdo podem, por exem-

plo, ser produzidos mediante a substituicdo das funcionalidades apropriadas

presentes nos compostos de formula (I) com certos componentes conheci-

dos por aqueles versados na técnica como ‘pré-componentes’ como descri-
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to, por exemplo, em Design of Prodrugs by H. Bundgaard (Eisevier, 1985).

Também incluidos dentro do escopo da inven¢do sdo os meta-
bélitos de compostos de férmula (1), isto é, compostos formados in vivo apds
a administragdo do farmaco. Alguns exemplos de metabodlitos incluem

(i) onde o composto de férmula (I) contém um grupo de metila,
um derivado de hidroximetila deste (-CHz -> -CH2OH):

(i) onde o composto de férmula (1) contém um grupo de alcoxi,
um derivado de hidroxi deste (-OR -> -OH);

(iii) onde o composto de formula (l) contém um grupo de amino
terciario, um derivado de amino secundario deste (-NFﬂR2 -> -NHR' ou -
NHR?);

(iv) onde o composto de férmula (I) contém um grupo de amino ‘
secundario, um derivado primario deste (-NHR' -> -NH);

(v) onde o composto de férmula (I) contém um componente de
fenila, um derivado de fenol deste (-Ph -> -PhOH); e

(vi) onde o composto de formula (1) contém um grupo de amida,
um derivado de &cido carboxilico deste (-CONH; -> COOH).

O grupo R;
Quando R; for um radical de formula (1A):
X-AlQ-(Z)m-(AIG?)-Q  (1A)

X pode ser —O-, -S- -S(0)-, -SO.-, ou -NH-. Presentemente —O- e
-S- sao preferidos;

quando presente, Z pode ser -O-, -S-, -(C=0)-, -(C=S)-, -S(0)-, -
SO,-, -NRA-, ou, em cada orientagdo -C(=0)O-, -C(=0)NR*-, -C(=S)NR*-, -
SO,NR*-, -NRAC(=0)-, ou -NR*SO,- em que R* é hidrogénio ou C+-Cg alqui-
la. Presentemente —NR”- é preferido; |

Alq' (e Alg? quando presente) pode ser, por exemplo —CHg-, -
CH,CHa-, —CH>CH>CHz-,—~CH(CH3)CH»- ou -CH2CH=CH-; ‘

m, n e p sado independentemente 0 ou 1. Desta maneira, em uma
classe de radicais (IA), m e n sdo ambos 0. Em uma outra classe de radicais
(IA), m é 1 e n é 0. Em uma outra classe de radicais (IA), mé0ené1;

Q pode ser hidrogénio ou um radical carbociclico ou heterocicli-
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co opcionalmente substituido. Exemplos de radicais carbociclicos Q incluem
fenila, ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila e cicloexila. Exemplos de radicais
heterociclicos Q incluem radicais de heteroarila tais como piridila, tienila e
furanila, e radicais heterociclicos ndo-aromaticos tais como piperidinila, pipe-
razinila, tetraidropirrolila e morfolinila.

Correntemente ¢ preferivel que Alq' e Alg? sejam n&o substitui-
dos. Q (quando carbociclico ou heterociclico) pode ser ndo substituido, mas
quando substituido, os substituintes opcionais podem ser selecionados de,
por exemplo, metila, etila, n- ou isopropila, vinila, alila, metdxi, etdxi, n-
propildxi, isopropiléxi, benziloxi, aliléxi, cianometoxi, fluor, cloro, bromo, cia-
no, oxo, formila, metil-, etil-, ou n-propil-carboniléxi, metil- ou etilaminocarbo-
nila, e substituintes de férmula -O(CH2).Z' emque a é 1,2 0u3 e Z' é um,
ou um grupo de C1-Cs alcoxi; ou de formula —(Alg®),Z' em que Alg® é um (Cs-
Ca) alquileno de cadeia reta ou ramificada divalente, b€ Oou 1, e Z' é um
grupo de amino primario, secundario, terciario ou ciclico, ou um grupo de Cs-
Ce alcoxi.

Um tipo de substituinte Ry possui a férmula -O(CH2)nZ" ou -
S(CH2)nZ' emquenéi,20u3e Z' é um grupo de aminb primario, secun-
dario, terciario ou ciclico, o ultimo mencionado sendo opcionalmente substi-
tuido, ou um grupo de C4-Cg alcoxi. Exemplos especificos de R, incluem hi-
drogénio, metoxi, etoxi, metiltio, etiltio, hidroxietiltio, metilamino, dietilamino-

metiltio, metilaminocarbonilmetiltio, e grupos de formula (A) a (H):
O e Ok 70w
(A) (B) (©)

O

& My N
N Sy N NS QN
(D) (E) (F)

O % IO

(G) (H)
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em que W é —O- ou -S-.
O grupo R»

R, é um radical de férmula (IB): -(Ar'),—(Alg')q-(Z)-(Alg?)s-Q. Em
(I1B):

Ar' é um radical de arila ou heteroarila opcionalmente substitui-
do, por exemplo fenila, tienila, benztienila, furila, benzfurila, pirrolila, imidazo-
lila, benzimidazolila, tiazolila, benztiazolila, isotiazolila, benzisotiazolila, pira-
zolila, oxazolila, benzoxazolila, isoxazolila, benzisoxazolila, isotiazolila, tria-
zolila, benztriazolila, tiadiazolila, oxadiazolila, piridinila, piridazinila, pirimidini-
la, pirazinila, triazinila, indolila e indazolila. Correntemente € preferivel que
Ar' seja fenila opcionalmente substituida.

Alg' e Algz quando presentes podem ser, por exemplo —~CHz-, -
CHoCH,-, —CH>CH,CH,-,—CH(CH3)CH>- ou -CH,CH=CH-; no momento é
preferivel que Alq' e Algz quando presentes sejam —CHa-;

Z, quando presente, pode ser -O-, -S-, -(C=0)-, -(C=S)-, -S(0)-,
-SO,-, —~NR*-, ou, em cada orientacdo -C(=0)O-, -C(=0)NR*- , -C(=S)NR"-, -
SO,NR*-, -NR*C(=0)-, ou -NR*SO,- em que R* é hidrogénio ou C-Cy alqui-
la. No momento é preferivel que Z, quando presente, seja ~O-, ou -NH-;

Q pode ser, por exemplo, um anel de fenila, cicloexila, piridila,
morfolino, piperidinila ou piperazinila, tal como fenila opcionalmente substitu-
ida, 2- ou 3-tienila, 2- ou 3- furanila, 2-, 3- ou 4-piridinila, morfolinila ou pipe-
ridinila.

Em uma classe de compostos da invengao, no grupo Rz, p € 1,
cadaum de q,re s é 0, e Q é hidrogénio. Em outra classe,pé 1,eq,res
sdo 0, e Q é um anel carbociclico ou heterociclico opcionalmente substitui-
do. Em mais uma outra classe, p, q, r e s sdo cada um 1, e Q é hidrogénio.

Em uma classe de compostos (l) da invenc¢do, R; é fenila, opcio-
nalmente substituida por um ou mais substituintes selecionados de metila,
trifuorometila, etila, n- ou isopropila, vinila, alila, metdxi, trifuorometdxi, etdxi,
metilenodidxi, etilenodidxi, 'n-propil()xi, benziloxi, alildxi, cianometdxi, fluor,
cloro, bromo, ciano, formila, metil-, etil-, ou n-propil-carbonildxi, metil- ou eti-
laminocarbonila, e substituintes de formula -O(CHz).Z' em que n é 1, 2 ou 3
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e Z' é um grupo de amino primario, secundario, terciario ou ciclico, ou um
grupo de C;-Cs alcoxi; ou de formula —(Alg®)nZ' em que Alg® é um (C4-Ca)
alquileno de cadeia reta ou ramificada divalente, mé Qou 1, e Z' é um grupo
de amino primario, secundario, terciario ou ciclico, o Gltimo mencionado sen-
do opcionalmente substituido, ou um grupo de C4-Ce alcéxi. Os substituintes
opcionais quando Ry for fenila estdo preferivelmente na posigdo 2 e/ou 4
e/ou 5 do anel de fenila.
O grupo Rs
Presentemente, é preferivel que Rs seja ciano (-CN).
Particularmente preferivel presentemente sdo os compostos da

férmula (11):

)

R, é (a) C1-Cs alquiltio ou C4-Cg alcoxi em cada um dos quais um
ou mais atomos de hidrogénio s&o opcionalmente substituidos por atomos
de fltior, ou (b) um substituinte de férmula -O(CHz2)sZ' ou -S(CHz)nZ' em que
né1,2ou3eZ' éum grupo de amino primario, secundario, terciario ou ci-
clico o ultimo mencionado sendo opcionalmente substituido.

Rio é H, Cl, Br ou -CHg;

R11 é hidrogénio, Cl, Br, CN, metila, etila, n- ou iso-propila, meté-
xi, etdxi, vinila ou alila; e

Ri2 é (i) um radical de formula -O(CHz)nZ' ou -S(CHz).Z' em que
né1,2ou3eZ é(i)um grupo de amino primario, secundario, terciario ou
ciclico, ou um grupo de C;-Ce alcdxi; ou (i) um radical de férmula —(Alq°)nZ’
em que Alg® é um (C4-Cs) alquileno de cadeia reta ou ramificada divalente, m
é0ou1,eZ'éum grupo de amino primario, secundario, terciario ou ciclico,

ou um grupo de C,-Ce alcoxi.
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Exemplos especificos de compostos da invengéo incluem aque-
les dos Exemplos anexos.

Existem mdltiplas estratégicas sintéticas para a sintese dos
compostos (I) com as quais a presente inven¢do esta envolvida, mas todas
contam com a quimica conhecida, entendida pelo quimico de organica sinté-
tica. Assim, os compostos de acordo com a férmula (I) podem ser sintetiza-
dos de acordo com os procedimentos descritos na literatura padréao e sao
bem-conhecidos de uma pessoa versada na técnica. Fontes de literatura
tipica sao "Advanced organic chemistry", 4™ Edition (Wiley), J March, "Com-
prehensive Organic Transformation®, 2" Edition (Wiley), R.C. Larock ,
"Handbook of Heterocyclic Chemistry", 2" Edition (Pergamon), A.R. Ka-
tritzky), artigos de revisao tais como observados na "Synthesis", "“Acc. Chem.
Res.", "Chem. Rev", ou fontes de literatura primaria identificadas por pesqui-
sas de literatura padrédo on-line ou de fontes secundarias tais como "Chemi-
cal Abstracts" ou "Beilstein". Tais métodos em literatura incluem aqueles dos
exemplos preparativos aqui descritos, e métodos analégos aos mesmos.

Os compostos da invengdo sio inibidores de HSP90 e séo uteis
no tratamento de doencas que sdo responsivas a inibicdo da atividade de
HSP90 tais como canceres; doencgas virais tais como Hepatite C (HCV)
(Waxman, 2002); Imunossupressdo tal como em transplante (Bijimakers,
2000 e Yorgin, 2000); doencas Antiinflamatdrias (Bucci, 2000) tais como Ar-
trite reumatoide, Asma, MS, Diabetes Tipi |, Lupus, Psoriase e Doenga Intes-
tinal Inflamatdria; Fibrose cistica (Fuller, 2000); doencas relacionadas com a
angiogénese (Hur, 2002 e Kurebayashi, 2001): retinopatia diabética, heman-
giomas, psoriase, endometriose e angiogénese tumoral. Também um inibi-
dor de Hsp90 da invencéo pode proteger as células normais contra a toxici-
dade induzida por quimioterapia e ser Util em doengas onde a insuficiéncia
de sofrer de apoptose é um fator subjacente. Um tal inibidor de Hsp90 tam-
bém pode ser util em doengas onde a indugdo de um estresse celular ou
resposta de proteina por choque térmico pode ser benéfica, por exemplo,
protecéo da lesdo de hipoxia-isquémica devido a elevagéo de Hsp70 no co-
racdo (Hutter, 1996 e Trost, 1998) e cérebro (Plumier, 1997 e Rajder, 2000).
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Um inibidor de Hsp90 — aumento induzido nos niveis de Hsp70 também po-
de ser util nas doencas onde a dobradura errénea ou agregac¢éo da proteina
é um fator causativo principal, por exemplo, disturbios neurogenerativos tais
como encefalopatia espongiforme/CJD, doenga de Huntingdon e Alzheimer
(Sittler, 2001; Trazelt, 1995 e Winklhofer, 2001)".

Consequientemente, a invengao também inclui:

(i) Uma composigcao farmacéutica ou veterinaria que compreen-
de um composto de férmula (I) acima, juntamente com um portador farma-
céutica ou veterinariamente aceitavel.

(i) O use de um composto de férmula (l) acima na preparagao
de uma composicéo para a inibigao da atividade de HSP90 in vitro ou in vivo.

(iii) Um método de tratamento de doengas ou condigdes que sao
responsivas a inibicdo da atividade de HSP90 em mamiferos, cujo método
compreende a administragdo a um mamifero de uma quantidade de um
composto de férmula (I) acima eficaz para inibir dita atividade de HSP9O0.

Ficara entendido que o nivel de dose especifico para qualquer
paciente particular dependera de uma variedade de fatores incluindo a ativi-
dade do composto especifico empregado, a idade, peso corporal, saude ge-
ral, sexo, dieta, tempo de administragdo, via de administracdo, taxa de ex-
crecdo, combinagdo medicamentosa e 0 mecanismo causativo e gravidade
da doenca particular que passa por terapia. Em geral, uma dose adequada
para as formulagdes oralmente administraveis geralmente estara na faixa de
0,1 a 3000 mg, uma vez, duas vezes, trés vezes per dia, ou a quantidade
diaria equivalente administrada por infusdo ou outras vias. No entanto, os
niveis ideais' de dose e a frequéncia de dosagem serdo determinados por
testes clinicos como é convencional na técnica.

Os compostos com 0s quais a invengao esta envolvida podem
ser preparados para a administragdo por qualquer via consistente com suas
propriedades farmacocinéticas. As composigdes oralmente administraveis
podem estar na forma de tabletes, capsulas, pds, granulos, pastilhas, prepa-
racdes liquidas ou de gel, tais como solugdes ou suspensoes orais, topicas

ou estéreis. Tabletes e capsulas para a administragdo oral podem estar na
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forma de apresentacdo de dose unitaria, e podem conter excipientes con-
vencionais tais como agentes de ligagdo, por exemplo, xarope, acacia, gela-
tina, sorbitol, tragacanto ou polivinil-pirrolidona; cargas, por exemplo, lactose,
aclcar, amido de milho, fosfato de calcio, sorbitol ou glicina; lubrificante de
formacao de tabletes, por exemplo, estearato de magnésio, talco, polietileno
glicol ou silica; desintegrantes, por exemplo, amido de batata, ou agentes
umectantes aceitaveis tais como lauril sulfato de sédio. Os tabletes podem
ser revestidos de acordo com os métodos bem-conhecidos na pratica farma-
céutica normal. As preparagoes liquidas orais podem estar na forma de, por
exemplo, suspensdes aquosas ou oleosas, solu¢gdes, emulsdes, xaropes ou
elixires, ou podem ser apresentadas como um produto seco para reconstitui-
cao com agua ou outro veiculo adequado antes do uso. Tais preparagoes
liqguidas podem conter aditivos convencionais tais como agentes de suspen-
sdo, por exemplo, sorbitol, xarope, metil celulose, xarope de glicose, gelati-
na, gorduras comestiveis hidrogenadas; agentes emulsificantes, por exem-
plo, lecitina, monooleato de sorbitano, ou acacia; veiculos ndo-aquosos (que
podem incluir 6leos comestiveis), por exemplo, 6leo de améndoa, dleo de
coco fracionado, ésteres oleosos tais como glicerina, propileno glicol, ou al-
cool etilico; Vconservantes, por exemplo, p-hidroxibenzoato de metila ou pro-
pila ou acido sérbico, e se desejavel, agentes flavorizantes ou colorantes
convencionais.

Para aplicagao tdpica na pele, o farmaco pode ser preparado em
um creme, logao ou unglento. As formulagdes de creme ou unguento que
podem ser usadas para o farmaco sdo formulagdes convencionais bem-
conhecidas na técnica, por exemplo, como descrito nos manuais padrao de
produtos farmacéuticos tais como British Pharmacopoeia.

O ingrediente ativo também pode ser administrado parenteral-
mente em um meio estéril. Dependendo do veiculo e concentragao usados,
o farmaco pode ser colocado em suspensao ou dissolvidos no veiculo. Van-
tajosamente; adjuvantes tais como um anestésico local, conservante e agen-
tes tamponantes podem ser dissolvidos no veiculo.

Os compostos da invengao podem ser administrados juntamente
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com outras classes de medicamentos farmaceuticamente ativos. Por exem-
plo, para o tratamento de canceres, a terapia de combinagdo com duas ou
mais classes diferentes de agente anticancer € uma pratica reconhecida e
muito difundida. Os presentes compostos podem ser usados em tal terapia
de combinagdo, particularmente onde o(s) outro(s) farmaco(s) possui(em)
um modo de acao diferente da inibicao de HSP90.

- Os seguintes exemplos ilustram a preparagdo e atividades dos
compostos especificos da invengao e nao sao destinados a serem limitativos
do escopo total da invengéao. '

Procedimentos Gerais

Todos os reagentes obtidos de fontes comerciais foram usados
sem mais purificagdo. Os solventes anidricos foram obtidos de fontes co-
merciais e usados sem outra secagem. A cromatografia instantanea foi exe-
cutada com cartuchos de silica-gel pré-acondicionados (Strata SI-1; 61A,
Phenomenex, Cheshire UK ou IST Flash II, 54A, Argonaut, Hengoed, UK). A
cromatografia de camada fina foi conduzida com placas de 5 x 10 cm reves-
tidas com silica-gel Merck Type 60 Fasq. |

Os compostos da presente invengdo foram caracterizados por
LC/MS usando um Hewlett Packard 1100 series LC/MSD ligado a detector
quadripolar (modo de ionizagdo: pulverizagao de elétron positivo ou negati-
vo; coluna: Phenomenex Luna 3u C18(2) 30 x 4,6 mm; Tamp&o A preparado
pela dissolugdo de 1,93 g de acetato de aménio em 2,5 L HPLC grau H.0 e
adicao de 2 ml &cido férmico. Tamponante B preparado pela adigdo de 132
ml de tamponante A para 2,5 L de HPLC grau acetonitrila e adicédo de 2 ml
acido formico; gradiente de eluigdo 95:5 a 5:95 tamponante A: tamponante B
sobre 3,75 minutos ou 7,5 minutos. Taxa de fluxo = 2,0 mi/min) Tempos de
Retencdo (TR) sdo relatados em minutos. A ionizagdo é positiva a nao ser
que de outra maneira mencionada.

A analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi executa-
da com um espectrometro de RMN Brucker DPX-400 MHz. A referéncia es-
pectral era a mudanga quimica conhecida do solvente. Os dados de RMN
em préton sao relatados como se segue: mudanga quimica (&) em ppm, mul-
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tiplicidad_e (s = singleto, d = dobleto, t = tripleto, q = quarteto, p = penteto, m
= multipleto, dd = dobleto de dobleto, br = amplo), integracéo, constante de
acoplamento.

Alguns compostos da invengao foram purificados pela HPLC
preparativa. As purificagdes por HPLC preparativa foram executadas em um
sistema Waters FractionLinx MS Autopurification com um Gemini® 5 pM
C18(2), coluna 100 mm x 20 mm i.d. da Phenomenex, operando em uma
taxa de fluxo de 20 ml min™' com detecg¢éo de disposicéo de diodo UV (210 -
400 nm) e compilacdo direcionada de massa. Os gradientes usados para
cada composto sao mostrados na Tabela 1.

Em pH 4: Solvente A: HPLC grau Agua + 10mM acetato de a-
monio + 0,08 % v/v acido formico.

Solvente B: 95 % v/v HPLC grau acetonitrila + 5 % v/v Solven-
te A + 0.08 % v/v acido férmico.

Em pH 9: Solvente A: HPLC grau Agua + 10 mM acetato de a-
moénio + 0.08 % v/v solugao de amdnia.

Solvente B: 95 % v/v HPLC grau acetonitrila + 5 % v/v Solven-
te A + 0,08 % v/v solugdo de aménia.

o) espectrometro de massa foi um espectrometro Waters Micro-
mass ZQ2000 operando em modos de ionizagdo por eletropulverizagdo de
fon positivo ou negativo, com um peso molecular na faixa de 150 a 1000.

Tabela 1 Gradientes de HPLC preparativos

Tempo /min % B para o Composto no.

8 ' 9 11 12
0,0 |5 5 5 5
0,5 20 25 30 35
7,0 40 45 50 55
7,5 95 95 95 95
9,5 95 95 95 95
10 5 5 5 5

Os nomes quimicos IUPAC foram gerados usando AutoNom
Standard.
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Alguns compostos da invengao podem ser produzidos (por meio
de exemplo) por um caminho representado no esquema 1 (PG = grupo de

protecao).
Esquema 1
Ci Ar
N = /‘!\\ 2
MeS 4 Mas TN hes |
1 2 3
Ar y Af CN il CN
Ues L ues’lr\t[é MBS’J\ !
G PG H
4 & B

Alguns compostos da invengdo podem ser produzidos pelo ca-

minho representado pelo esquema 2 (PG = grupo de protegao).
Esquema 2

m B - —
m,ﬁ:c? L —

10

YN
-
8

A oN
o
MaSJ\N/
6

Alguns compostos da invengao podem ser produzidos pelo ca-
minho representado pelo esquema 3 (PG = grupo de prote¢ao).
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Esquema 3

1R — A0
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Um caminho sintético alternativo para os compostos da sintese
tais como 17 é mostrado no Esquema 4. Este envolve o deslocamento de
sulfonas (18) por nucledfilos apropriados usando métodos e reagentes co-

nhecidos por aqueles versados na técnica.

Esquema 4
mﬁ;ﬂ; — Jﬁf{w m

O grupo Arila ("Ar" nos esquemas de 1 a 4) pode ser manipulado
ainda para criar mais exemplos da invengao, como delineado no esquema 5
(PG = grupo de protegao).
Esquema 5
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Exemplo 1
4-(2.4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-dIpirimidina-5-carbonitrila

CN
N s
| A\
\S)\\N ”
Etapa 1
4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
Cl ¢
N ’
N7 A
N i—
~ S/k\N N s” °N \—O/\/SI\

A uma mistura de hidreto de sodio (276 mg; 6,89 mmols) em
DMF (10 ml) a 0°C foi adicionado por gotejamento uma solugdo de 4-cloro-2-
metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina [preparado como detalhado em Da-
voll. J. J. Chem. Soc. 1960, pp131-138] (1,145 g; 5,74 mmols) em DMF ani-
drico (20 ml). Quando a adi¢do estava completa, cloreto de 2-(trimetilsilil)
etoximetila (1,32 ml; 7,46 mmols) foi adicionado por gotejamento e a mistura
de reacdo foi agitada em 0 °C durante 1,5 horas, depois deixada aquecer
para a temperatura ambiente. A mistura de reacgao foi dividida entre agua
(100 ml) e acetato de etila (100 ml). A fase organica foi secada por Na,SO4
depois filtrada e os solventes do filtrado evaporados in vacuo. O produto bru-
to foi purificado por cromatografia instantanea em silica-gel (709) eluindo
com um gradiente de solvente de 0 a 5 % acetato de etila em hexano para
proporcionar o produto como 6leo incolor (2,04 g).
LC/MS: TR = 2,88 min; m/z = 332, 330 [M + H]". Tempo de operagéo total
3,75 min.
Etapa 2
4-(2,4-dimetil-feni|)-2-metilsuIfaniI-7-(2-trimetiIsiIaniI-etoximetil)-?H-pirroIo
[2,3-d]pirimidina
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Cl

N= N\
)\\ I | N7
\S N N\-—O/\/Sl<— - )\\ | N\ o
M WA VA

Uma mistura de 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoxi-
metil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (2,04 g; 6,19 mmols), 1N carbonato de SO-
dio hidrogénio (aq) 18,6 ml; 18,6 mmols), DMF (41 ml) e acido 2,4-
dimetilfenilbordnico foi submetido a retirada de gas por borbulhamento de
nitrogénio através da mistura de reagdo durante 5 minutos. Dicloro-
bis(trifenilfosfina) paladio(ll) (217 mg; 0,309 mmol) foi adicionado e a mistura
de reagao foi aquecida para 80°C durante 2,25 horas sob atmosfera de ni-
trogénio. A mistura de reagéo foi deixada esfriar para a temperatura ambien-
te e depois filtrada através da um tampéo de celita. O bolo do filtro foi lavado
com metanol e acetato de etila e os solventes combinados do filtrado foram
removidos in vacuo e o residuo dividido entre acetato de etila (100 ml) e so-
lugdo de cloreto de sédio sat. (aq) (100 ml). A fase organica foi secada por
Na,SO, depois filtrada e os solventes do filtrado evaporados in vacuo. O
produto bruto foi purificado por cromatografia instantanea em silica-gel (50 9)
eluindo com um gradiente de solvente de 0 a 1.0 % acetato de etila em hexa-
no para proporcionar o produto como um éleo amarelo, (2,019).

LC/MS: TR = 3,06 min; m/z = 400 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.

Etapa 3
5-Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsuIfanil-7-(2-trimetiIsilanil-etoximetil)-?H- A

pirrolo[2,3-d]pirimidina

NZ e N“ \
| g |
\s)%N N\— /\/S!\__ \S)\N N\—O/\/Si\_
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A uma solucdo de 4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilaniI-etoximetil)-7H-pirrol6[2,3-d]pirimidina (etapa 2) (100 mg, 0,25
mmol) em CH,Cl; (3 ml) a 0 °C foi adicionado por gotejamento uma solugéo
de N-Bromossuccinimida em CHCl, (45 mg, 0,25 mmol). Apés 5 minutos a
reacao foi deixada aquecer para a temperatura ambiente. A solucgéo foi eva-
porada in vacuo e o residuo foi dividido entre EtOAc (2 x 20 ml) e solugéo de
tiossulfato de sodio aquoso sat. (20 ml). Os organicos combinados foram
passados através da uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo. O crude
foi aplicado a uma coluna de SiO; (20 g) e eluido com Hexano - 5 % EtO-
Ac/Hexano (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um 6leo
incolor, 100 mg, 84 %.

LC/MS: TR = 5,92 min; m/z = 480, 478 [M + H]". Tempo de operagéo total
7,5 min. ‘ ‘
Etapa 4
4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo

[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

Br CN
N* — NZ
[ | [
s” N NLO/\/SI\ Y N\—o/\/SI\

5-Bromo-4—(2,4-dimeti|—feniI)-2-metilsquanil-7-(2-trimetilsi|ani|—
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (90 mg, 0,188 mmol), CuCN (67 mg,
0,753 mmol), dppf (17 mg, 0,03 mmol), Pdx(dba)s (7 mg, 0,04 mmol) e 1,4-
dioxano (1,5 ml) foram combinados e depois aquecidos a 100 °C durante a
noite. A reacgdo nao tinha se esgotado até a conclusédo de modo que outros
equivalentes de CuCN, dppf e Pd,(dba); foram adicionados e a reagao a-
quecida durante mais 2 h. A mistura de reagédo foi deixada esfriar para a
temperatura ambiente, e dividida entre EtOAc (2 x 20 ml) e solugao saturada
de NaHCO; (20 ml). Os organicos combinados foram passados através da
uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo para fornecer um crude soélido
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(100 mg). O produto crude foi purificado por cromatografia instantanea em
SiO2 (20 g) eluindo com Hexano em 10 % EtOAc/Hexano (gradiente) para o
composto do titulo, 10 mg, 13 %.

LC/MS: TR = 2,94 min; = m/z = 425 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.

Etapa 5
4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

CN
N/ —_—
N N\
~ )\\ N |
s N O, \s)\\N N

A uma solugdo de 4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetil-
silanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (10 mg, 0,024
mmol) em THF (0,4 ml), foram adicionados sequencialmente, etilenodiamina
(0,005 ml, 0,071 mmol) e TBAF (1M em THF, 0,15 ml, 0,142 mmol). A mistu-
ra de reagéo foi aquecida em 50 °C durante a noite. A reagdo foi deixada
esfriar para a temperatura ambiente e foi depois dividida entre EtOAc (2 x 10
ml) e agua (10 ml). Os organicos combinados foram passados através da
uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo. O produto bruto resultante foi
purificado por cromatografia instantanea em SiO; (5g) eluindo com Hexano-
40 % EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o produto desejado como
um sdlido, 5 mg, 72 %. | |
LC/MS: TR = 2,44 Min; m/z = 295 [M + H]". Tempo de operagéao total 3,75
min.

'H RMN (CD3OD): § 2,26 (s, 3H); 2,43 (s, 3H); 2,65 (s, 3H); 7,19 (d, 1H, J =
7,7 Hz); 7,23 (s, 1H); 7,30 (d, 1H, J = 7,7 Hz); 8,11 (s, 1H) NH n&o observa-
do.

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.
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Exemplo 2
(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

CN
N/
| A\
\S)\\N ”
Etapa 1
5-Bromo-4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina
Kel cl g
N7 N N~ A\
| o UK |
~ )\\ ; ~ NS :
s~ N~ N Si~ s N7 N Si—
Wi Va "V

A uma solugdo de 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoxi-
metil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (0,5 g, 1,516 mmol) (exemplo 1 etapa 2) em
DMF (14 ml) a 0 °C foi adicionado por gotejamento uma solugéo de N-
bromossuccinimida (270 mg, 1,516 mmol) em DMF (6 ml). Apés 5 minutos a
reacdo foi deixada aquecer para a temperatura ambiente. A solugéo foi divi-
dida entre EtOAc (2 x 40 ml) e agua (40 ml). Os orgénicos combinados fo-
ram passados através da uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo. O
produto bruto foi purificado por cromatografia instantdnea em SiO2 (50 @)
eluindo com Hexano — 5 % EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o
produto desejado como um sélido branco, 433 mg, 70 %.

LC/MS: TR = 3,112 min: m/z = 410, 408 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.

Etapa 2

Acido 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]

pirimidina-5-carboxilico

(0]
Cl Br Ci OH
LIy g L
\S \N N ~ X N Si~

LT NN A
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A uma solugdo de n-butil litio (2,5M em hexanos, 0,24 ml, 0,59
mmol) em THF (0,5 ml) a 0 °C foi adicionado lentamente por gotejamento
uma solugdo de 5-Bromo-4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-
7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (200 mg, 0,489 mmol) em THF (2 ml). Apés 2 mi-
nutos, CO, sdlido moido foi adicionado e a mistura foi deixada aquecer para
a temperatura ambiente. Acido acético foi adicionado depois agua (20 ml) e
a mistura extraida com EtOAc (2 x 20 mi). Os organicos combinados foram
passados através da uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo para pro-
porcionar o produto desejado bruto como um sélido branco, 167 mg, 91%.
LC/MS: TR = 2,664 min; m/z = 374 [M + H]*. Tempo de operacéo total 3,75
min.

Etapa 3
Amida de acido 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo

[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico

o o)
cl
cl OH NH,
N7 N\ SR NZ AN
| | PNy |
~ )% : Ny N Si~—
S N N Si~— S N
o™V o™

A uma solugado de acido 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico (100 mg, 0,268 mmol) em
CH2Cl, (1,5 ml) foi adicionado cloreto de oxalila (2M em CHxClz, 0,17 ml,
0,349 mmol) seguido por algumas gotas de DMF. Apds 10 min a mistura de
reacao foi evaporada in vacuo depois redissolvida em CHxCl, (3 ml). Solu-
cao aquosa de aménia (2 ml) foi adicionada e a mistura foi agitada vigoro-
samente durante 15 minutos. Agua (10 ml), e CHCl, (10 ml) foram adicio-
nados e as fases resultantes separadas. A fase aquosa foi extraida com
mais CHxCl, (15 ml). Os organicos combinados foram passados através da
uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo. O produto bruto foi aplicado a
uma coluna de SiO, (20 g) eluindo com CHxCl; — 5 % MeOH/CHCI> (gradi-
ente) para proporcionar o composto do titulo como um sdlido amarelo, 77
mg, 77 %. -

LC/MS: TR = 2,47 min; m/z = 373, 375 [M + H]". Tempo de operagéo total
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3,75 min.

Etapa 4
4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina-5-carbonitrila

o}
cl NH, ¢ N
’
Ty
g SN N Si— Y Si~
o™\ o

A uma solucdo de amida de acido 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico (73  mg,
0,196 mmol) em CHxCl, a 0 °C foi adicionado Et;N seguido por TFAA (0,03
ml, 0,21 mmol) lentamente por gotejamento. A mistura agitada de reac&o foi
deixada aquecer para a temperatura ambiente. Mais CHxClI; (5 ml) foi depois
adicionada e a fase orgénica foi lavada com solugdo saturada De NaHCO3
(15 ml). A camada orgénica foi passada através da uma "frit" hidrofobica e
evaporada in vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia instan-
tdnea em SiO- (20 g) eluindo com Hexano — 20 % EtOAc/Hexano (gradiente)
para proporcionar o composto do titulo como um s6lido branco, 60 mg, 86 %.
LC/MS: TR = 2,84 min; m/z = 357, 355 [M + H]". Tempo de operagéo total
3,75 min.

Etapa 5
2-metilsulfanil-4-fenil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-

5-carbonitrila

c CN CN
\S)\\N N Si~ \S)\\N N S!\
N o\

Uma mistura de 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoxime-
til)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (54 mg, 0,152 mmol), acido fenil-
bordnico (24 mg, 0,198 mmol), Pd.Clx(PF3). (5 mg, 0,0076 mmol), solugédo
aquosa de NaHCO; (1M, 0,46 ml, 0,456 mmol) e DMF foi submetida a retira-
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da de gas por borbulhamento de N, através da mistura durante 5 min. A rea-
céo foi depois aquecida sob uma atmosfera de nitrogénio em 80 °C durante
3 h. A mistura foi deixada esfriar e foi depois dividida entre EtOAc (2 x 15 mi)
e salmoura (15 ml). Os organicos combinados foram passados através da
uma "frit" hidrofdbica e evaporados in vacuo. O produto bruto foi purificado
por cromatografia instantanea em SiO, (20 g) eluindo com Hexano — 20 %
EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o produto desejado como um
sélido branco, 50 mg, 83 %.

LC/MS: TR = 2,912 min; m/z = 397 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.

Etapa 6

2-metilsulfanil-4-fenil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

CN oN
R | — NI\
g s” NN

A uma solugao de 2-metilsulfanil-4-fenil-7-(2-trimetilsilanil-etoxi-
metil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (50 mg, 0,126 mmol) em THF
(1 ml) foi adicionado etilenodiamina (0,025 ml, 0,378 mfnot) seguido por fluo-
reto de tetrabutilaménio (1 M solugdo em THF, 0,76 ml, 0,756 mmol). A mis-
tura de reacdo foi aquecida em 50 °C durante a noite. A reacéo foi deixada
esfriar para a temperatura ambiente e foi depois dividida entre EtOAc (2 x 15
ml) e agua (15 ml). Os organicos combinados foram passados através da
uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo. O produto bruto resultante foi
purificado por cromatografia instantdnea em SiOz (20 g) eluindo com 10 %
EtOAc/Hexano — 40 % EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o com-
posto do titulo como um sélido branco, 17 mg, 51 %.

LC/MS: TR = 2,313 min; m/z = 267 [M + H]*. Tempo de operag&o total 3,75
min.

'"H RMN (dg DMSO): & 2,60 (s, 3H); 7,5-7,6 (m, 3H); 7,8-7,9 {m, 2H); 8,50 (s,
1H); 13,21, (s, 1H).
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Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizacdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 3
4-(4-ciano-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
CN
CN
N7 ‘ N\
Ng X ”

O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 2 e por meio dos métodos do exemplo 2, usando acido 4-cianofenil
borénico na etapa apropriada.

LC/MS: TR = 3,56 min; m/z = 290 [M-H] (ionizagdo negativa). Tempo de o-
peracao total 7,5 min. ,

'"H RMN (d¢ DMSO): § 2,61 (s, 3H); 8,05 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 8,07 (d,1H, J =
8,2Hz); 8,56 (s, 1H);13,32 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 4
4-(2-metil-4-flior-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
F
CN
N/
l A\
\S/l\\N ”
Etapa 1

4-[(2-metil-4-fluor-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 2 e por meio dos métodos do exemplo 2, usando acido 2-metil-4-
fluorofenil bordnico e 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila na etapa apropriada (acoplamento cru-
zado)

LC/MS: TR = 2,89 min; m/z = 429 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.
Etapa 2

4-(2-metil-4-fldior-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

i F

CN CN
N7 z
\S)%N | h?\/o\ji/\ \SJLN | ﬁ?
- O composto do titulo foi produzido por meio do método do e-
xemplo 1 etapa 5 (desprote¢cdo SEM mediada por TBAF). O produto bruto foi
purificado por cromatografia instantanea em silica-gel, eluindo com mistura
de acetato de etila e hexano para proporcionar um solido esbranquigado.
LC/MS: TR = 2,40 min; m/z = 299 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min. '
'H RMN (dg DMSO): §, 2,22 (s, 3H); 2,57 (s, 3H); 7,1 - 7,2 (m, 1H); 7,26 (dd,
1H, J = 10,1, 2,2 Hz), 7,46 (dd, 1H, J = 8,6, 6,1 Hz); 8,44 (s, 1H); 13,19
(brs,1H).
Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 5
5-Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
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O composto do titulo foi preparado mediante o tratamento de 5-
Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina (exemplo 1, etapa 3) com fluoreto de tetra butilaménio
fluoride usando o método delineado no exemplo 1 etapa 5. A purificagao foi
por cromatografia instantanea em silica-gel eluindo com mistura de acetato
de etila / hexano.

LC/MS: TR = 4,44 Min; m/z = 350, 348 [M + H]*. Tempo de operagao total
7,5 min.

'H RMN (ds DMSO): & 2,06 (s, 3H); 2,35 (s, 3H); 2,57 (s, 3H); 7,08 - 7,20 (m,
3H), 7,62 (s, 1H); 12,48 (s,1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 6
4-(2,4-dimetil-fenil)-5-metil-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

Etapa 1
4-(2,4-dimetil-fenil)-5-metil-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidina
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A uma solucdo de n-Butil litio (2,5M; 0,10ml; 0,253 mmol) em

THF anidrico (2 ml) esfriada em banho de CO,-acetona sob uma atmosfera
de nitrogénio foi adicionada uma solugdo de 5-bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-
metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (110 mg;
0,23 mmol) em THF anidrico (1,4 ml) por gotejamento. Quando a adigao es-
tava completa, iodeti de metila (72 uL; 1,15 mmol) foi adicionado e a mistura
de reagdo agitada durante 5 minutos, o banho de esfriamento foi removido e
a mistura de reacdo deixada aquecer para a temperatura ambiente. A mistu-
ra de reacao foi dividida entre solugao saturada de NH4Cl (aq) e acetato de
etila. A fase orgéanica foi passada através da uma “frit" hidrofobica e os sol-
vents removidos in vacuo para fornecer um 6leo que foi purificado por cro-
matografia instantanea eluindo de 0 a 10 % gradiente de acetato de etila em
hexano proporcionando o produto como um 6leo incolor (80 mg; 84 %).
LC/MS: TR = 3,08 min; m/z = 414 [M + H]". Tempo de operagéo total 3,75
min.
Etapa 2
4-(2,4-dimetil-fenil)-5-metil-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

—_——

LI G
NS

O composto do titulo foi preparado mediante o tratamento de 4-
(2,4-dimetil-fenil)-5-metil-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina com fluoreto de tetrabutilaménio usando o método
delineado no exemplo 1 etapa 5. A purificagdo foi por cromatografia instan-

tanea em silica-gel eluindo com mistura de acetato de etila / hexano; seguido
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por trituragdo com éter dietilico para proporcionar o composto do titulo como
um sélido incolor.
LC/MS: TR = 2,63 min; m/z = 284 [M + H]*. Tempo de operagdo total 3,75
min. '
'H RMN (dg DMSO): & 1,68 (s, 3H); 2,05 (s, 3H); 2,35 (s, 3H); 2,52 (s, 3H);
7,08 - 7,12 (m, 4H); 11,75 (s, 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 7
4-[(3-(2-Dietilamino-etdxi)—fenil]-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
/\N/\/O
_/
CN
N= N\
I
\S)\\N H
Etapa 1

4-[(3-Hidrdxi-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

HO
cl ON
N N\ CN
s” N Si /k | |
‘\o/\/ \ g SN N Si—
LO/\/\

O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 2 e por meio dos métodos do exemplo 2, usando &acido 3-
hidroxifenil bordnico e 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila na etapa apropriada (acoplamento cru-
zado).
LC/MS TR = 2,746 min; m/z = 413 [M + H]'. Tempo de operagdo total 3,75

min.
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Etapa 2
4-[(3-(2-Dietilamino-etdxi)—fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-

7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

HO /\N/\/O
CN ) CN
N -~ N e
[ N
\S)\\N N s!—— ' EENPN | N |
I\ VAN S Si
(o] I\o \

Carbonato de césio (73 mg; 0,225 mmol) foi adicionado a uma
solugdo de 4-[(3-Hidroxi-fenil]-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila (37 mg; 0,09 mmol) em DMF (1,5 ml), hidrobrometo de 2-bromo-
N,N-dietiletilamina (26 mg; 0,1 mmol) foi adicionado seguido por uma quanti-
dade catalitica de Kl e a suspensdo aquecida, em 110 °C, durante 18 h. A
suspensao resultante foi deixada esfriar e dividida entre acetato de etila e
amdnia aquosa. As fases foram separadas, despejadas através de uma "frit"
hidrofdbica e o produto bruto foi purificado por cromatografia em silica-gel
eluindo com misturas de diclorometano e metanol (0 a 15 % gradiente de
Metanol em diclorometane), para proporcionar o produto como um sélido
amarelo 28 mg; 61 %. _

LC/MS: TR = 2,243 min; m/z = 512 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.

Etapa 3
4-[(3-(2-Dietilamino-etéxi)—feniI]-2-métilsulfanil-?H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
CN CN
N= =
| A\ N N\
\s/l.\\N f‘ll\ /\/Sll\— \s)\ll N
o)

O composto do titulo foi preparado mediante a reagéo de 4-[(3-
(2-Dietilamino-etoxi)—fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila com fluoreto de tetrabutilaménio e etile-
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no diamina em THF, Osando o método delineado no exemplo 1 etapa 5. A
purificacdo foi por cromatografia instantdnea em silica-gel eluindo com gra-
diente 1 % trietilamina em diclorometane a 1 % trietilamina; 15 % metanol;
84 % diclorometano para proporcionar 0 composto do titulo como um sdlido
amarelo claro.
LC/MS: TR = 1,69 Min; m/z = 382 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min. A
'H RMN (d¢ DMSO): & 0,99 (t, 6H, J = 7,1Hz); 2,56 - 2,65 (m, 4H), 2,60 (s,
3H); 2,86 (t, 2H, J = 5,8 Hz); 4,18 (t, 2H, J = 5,9 Hz); 7,14 (d, 1H, d = 7,9 Hz);
7,38 - 7,50 (m, 3H); 8,49 (s, 1H); 12,91 (brs; 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 8
2-Cloro-4-(2,4-dimetil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

Etapa 1
6-Amino-5-(2,2-dietoxietil)-pirimidina-2,4-diol

o OH
0] o~
OEt N
EtO)J\y/Y P G m
H,N” NH, o™ SO~
2

CN Okt 2

A uma solucdo de uréia (5,24 g; 87,2 mmols) em etanol anidrico
(200 ml), sob uma atmosfera de nitrogénio, foi adicionado éster etilico de
acido 2-ciano-4,4-dietoxi butirico [preparado como detalhado em Davoll. J. J.
Chem. Soc., 1960, pp 131-138] (20 g; 87,2 mmols) seguido por etéxido de
sodio (11,88 g; 172,6 mmols). A mistura de reacéo foi aquecida em refluxo
durante a noite. A reacao foi deixada esfriar para a temperatura ambiente e
depois agua (500 ml) e acido acético (5 ml) foram adicionados. A solugéo foi

esfriada para aproximadamente 5 °C e um sélido marrom claro se formou
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que foi coletado por filtracado (8,4 g; 40 %).
LC/MS: TR = 1,37 min; m/z = 198 [M -EtOH]*. Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): & 1,07 (t, 3H); 2,40 (d, 2H); 3,39 (m, 2H); 3,60 (m, 2H);
4,45 (t, 1H); 10,08 (s, 1H); 10,8 (br s, 1H).
Etapa 2
7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidina-2,4-diol
OH

OH
O\/
OO — 0
P (@] |
HO™ N7 NH, HO)\N/ N

6-Amino-5-(2,2-dietoxietil)-pirimidina-2,4-diol (2,57 g; 10,6 mmols)
foi agitado em HCI (0,2 M; 80 ml) em temperatura ambiente durante 1,5 h. A
suspensao foi depois filtrada_ fornecendo o produto desejado como um sdlido
marrom claro (1,28 g; 80 %).
LC/MS: TR = 0,54 min; m/z = 152 [M + H]". Tempo de operagao total 3,75
min.

Etapa 3
2,4-Dicloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
OH Cl

00 — 00
Ho” °NT N c” N N

Uma solugdo de 7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidina-2,4-diol (1,28 g; 8,5
mmols) em dicloreto fenilfosfonico (7 ml) foi aquecida em 165 °C durante 2 h.
A mistura de reacgao quente foi depois despejada lentamente em agua gela-
da (150 ml) e extraida com acetato de etila (2 x 100 ml). O extrato orgénicd
foi lavado com agua (100 ml) seguido por solugdo de cloreto de sddio sat.
(aq) (100 ml). A fase organica foi secada por Na;SO4 depois filtrada e os
solventes do filtrado evaporados in vacuo. O produto bruto foi purificado por
cromatografia instantdnea em silica-gel (20 g) eluindo com 75 % acetato de
etila em hexano para proporcionar o produto desejado como um sélido ama-
relo, (0,45 g; 28 %).
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LC/MS: TR = 1,98 min; m/z = 188 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75

min.

Etapa 4
2,4-Dicloro-7-(2-trimetiIlsiIaniI-etoximetiI)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
o o]

N™ X
I% )\ N Sie—
CI/kN/ H Cl N \\O/\/ \

A uma mistura de hidreto de sdédio (115 mg; 2,88 mmols) em
DMF (4 ml) a 0 °C foi adicionada por gotejamento uma solugéo de 2,4-
Dicloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (0,45 g; 2,4 mmols) em DMF anidrico (2
ml). Quando a adicdo estava completa, cloreto de 2-(trimetilsilil)etoximetila
(0,55 ml; 3,12 mmols) foi adicionado por gotejamento e a mistura de reagao
foi agitada em 0 °C durante 1,5 hora depois deixada aquecer para a tempe-
ratura ambiente. A mistura de reagao foi dividida entre agua (50 ml) e aceta-
to de etila (50 ml). A fase organica foi secada por Na,SO, depois filtrada e os
solventes do filtrado evaporados in vacuo. O produto bruto foi purificado por
cromatografia instantanea em silica-gel (10g) eluindo com um solvente de
acetato de etila a 15 % em hexano para proporcionar o produto como oleo
amarelo (0,65 g; 85 %).
LC/MS: TR = 2,84 min; m/z = 320, 318 [M + H]*. Tempo de operagao total
3,75 min.

Etapa 5
5-Bromo-2,4-dicloro-7-(2-trimetlisilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
¢l cl Br
N™ N7
Cl)l\N/ N\ éi\\ T Cl)l\N/ ': S
\
(W e

A uma solugdo de 2,4-Dicloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina (1,81 g; 5,7 mmols) em DMF (8 ml) a 0 °C foi adicio-
nada por gotejamento uma solugao de N-Bromossuccinimida em DMF (1,02
g; 5,7 mmols). Apds 1 h a solugéo foi dividida entre EtOAc (100 ml) e agua
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(100 ml). O extrato organico foi lavado com agua (100 ml) seguido por solu-
cao de cloreto de sddio sat. (aq) (100 ml). A fase orgénica foi secada por
Na,SO, depois filtrada e os solventes do filtrado evaporados in vacuo forne-
cendo um oleo laranja. Trituracdo em hexano forneceu o produto desejado
como um solido amarelo (1,39 g; 61 %).

LC/MS: TR = 2,94 min; m/z = 400,398,396 [M + H]*. Tempo de operagao to-
tal 3,75 min.

'H RMN (d¢ DMSO): § 0,00 (s, 9H); 0,92 (t, 2H); 3,61 (t, 2H); 5,64 (s, 2H);
8,26 (s, 1H).

Etapa 6
Acido  2,4-dicloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carboxilico
cl Br cl ,O OH
X ’ NT
)Nl\ = [\? S\i\ C|/lN/ N\ S\i\
c” "N \\o S~ N \\o ~"\

A uma solugdo de n-butil litio (2,5M em hexanos; 1,18 ml; 2,95
mmols) em THF (10 ml) a -78 °C foi adicionada lentamente por gotejamento
uma solugdo de 5-Bromo-2,4-dicloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina (980 mg; 2,46 mmols) em THF (2 ml). Apés 5 minutos
CO, foi borbulhado através da mistura e a mistura foi deixada aquecer para
a temperatura ambiente. Acido acético foi adicionado depois agua (50 ml) e
a mistura extraida com EtOAc (2 x 50 ml). Os organicos combinados foram
secados por NaxSO, depois filtrados e os solventes do filtrado evaporados in
vacuo deixando ficar um solido verde. Trituracdo em hexano proporcionou o
produto desejado como um sélido verde claro (431 mg, 48%). '
LC/MS: TR = 2,60 min; m/z = 364/362 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 mins

Etapa 7
Amida de &acido 2,4-dicloro-7-(2-trimetlisilanil-etoximetil_7H-pirrolo[2,3-d] pi-

rimidina-5-carboxilico
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A uma solugdo de acido 2,4-dicloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-
7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico (320 mg; 0,89 mmol) em CHxCl, (10
ml) foi adicionado cloreto de oxalila (2M em CHxCl,, 0,58 ml; 1,16 mmol) se-
guido por algumas gotas de DMF. Apds 20 min a mistura de reagéao foi eva-
porada in vacuo depois redissolvida em CHxCl, (10 ml). Solugao aquosa de
amonia (6 ml) foi adicionada e a mistura foi agitada vigorosamente durante 3
horas. Agua (50 ml), e CH2Cl, (50 ml) foram adicionados e as fases resultan-
tes separadas. A fase aquosa foi extraida com mais CHxCl, (50 ml). Os or-
ganicos combinados foram secados por Na>,SO4 depois filtrados e os solven-
tes do filtrado evaporados in vacuo. O produto bruto foi aplicado a uma colu-
na de SiO; (20 g) eluindo com 2 % MeOH/CHCI, para proporcionar 0 com-
posto do titulo como um sélido branco (0,146 g; 46 %).
LC/MS: TR = 2,42 min; m/z = 363, 361 [M + H]*. Tempo de operagao total
3,75 min.
'H RMN (d¢ DMSO): & 0,00 (s, 9H); 0,92 (t, 2H); 3,62 (t, 2H); 5,67 (s, 2H);
7,49 (br s, 1H); 7,88 (br s, 1H); 8,29 (s, 1H).
Etapa 8
2,4-Dicloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

o OnNH, a
N X \ N AN \
P e —— AR
o >N N P o >N N AN

A uma solugdo de amida de &cido 2,4-dicloro-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico (146 mg; 0,405 mmol) em
CHCl, (10 ml) a 0 °C foi adicionado EtzN (0,12 mi; 0,87 mmol) seguido por
TFAA (0,06 ml; 0,43 mmol) lentamente por gotejamento. A mistura de reacao
agitada foi deixada aquecer para a temperatura ambiente. Mais CHzClz (10
ml) foi depois adicionado e a fase orgénica foi lavada com solug&o saturada
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de NaHCO3 (20 ml). A camada orgéanica foi secada por Na SO, depois filtra-
da e os solventes do filtrado evaporados in vacuo. O produto bruto foi purifi-
cado por cromatografia instantdnea em SiO, (10 g) eluindo com 10% EtO-
Ac/Hexano para proporcionar o composto do titulo como um sdélido branco
(92 mg; 66 %).

LC/MS: TR = 2,78 min; m/z = 345, 343 [M + H]". Tempo de operacao total
3,75 min.

'H RMN (dg DMSO): & 0,00 (s, 9H); 0,99 (t, 2H); 3,62 (t, 2H); 5,69 (s, 2H);
8,96 (s, 1H).

Etapa 9
2-Cloro-4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

a /'}‘

/lk Z f— | \
o N N\\o,\/s N C,/KN/ 'q S

N
(o)

Uma mistura de 2,4-dicloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (75 mg; 0,22 mmol), acido 2,4-
dimetilfenilborénico (49 mg; 0,33 mmol), Pd(dppf)Cl. (10 mg; 0,012 mmol),
K2CO3z (90 mg; 0,65 mmol) e THF/ H,O (10:1; 2 ml) foi submetida a retirada
de gas por borbulhamento de Ny através da mistura durante 5 min. A reagao
foi depois submetida a microondas em 120 °C durante 20 minutos. A mistura
foi deixada esfriar e foi depois dividida entre EtOAc (2 x 20 ml) e salmoura
(20 ml). Os organicos combinados foram secados por Na;SO, depois filtra-
dos e os solventes do filtrado evaporados in vacuo. O produto bruto foi puri-
ficado por cromatografia instantanea em SiO, (10 g) eluindo com 10 % EtO-
Ac/Hexano para proporcionar o produto desejado como um sélido branco (40
mg; 44 %). '

LC/MS: TR = 2,91 min; m/z = 415, 413 [M + H]". Tempo de operagéao total
3,75 min.
"H RMN (d¢ DMSO): § 0,00 (s, 9H); 0,94 (t, 2H); 2,27 (s, 3H); 2,45 (s, 3H);
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3,68 (t, 2H); 5,73 (s, 2H); 7,25 (d, 1H); 7,30 (s, 1H), 7,40 (d, 1H); 8,89 (s,
1H). |

Etapa 10
2-Cloro-4-(2,4-dimetil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

N
I N
Y T rn
e A\ Cl/kN/ N
LO/\/ H

A uma solugdo de 2-Cloro-4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (40 mg; 0,097 mmol) em
THF (2 ml) foi adicionada etilenodiamina (0,019 ml; 0,29 mmol) seguido por
fluoreto de tetrabutilaménio (1 M solugdo em THF; 0,58 mi; 0,58 mmol). A
mistura de reagdo foi aquecida em 50 °C durante a noite. A reagao foi deixa-
da esfriar para a temperatura ambiente e foi depois dividida entre EtOAc (2 x
15 ml) e 4gua (15 ml). Os organicos combinados foram secados por NaxSO,
depois filtrados e os solventes do filtrado evaporados in vacuo. O produto
bruto resultante foi purificado por HPLC prep, (pH = 4), para proporcionar o
produto desejado como um sélido branco (2,3 mg; 8,4 %).

LC/MS: TR = 2,36 min; m/z = 283 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.

'H RMN (ds Acetona): & 2,32 (s, 3H); 2,42 (s, 3H); 7,21 (d, 1H); 7,24 (s, 1H),
7,39 (d, 1H); 8,46 (s, 1H), NH nao observado.

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 9
4-(2,4-dimetil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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Etapa 1
6-Amino-5-(2,2-dietdxi-etil)-pirimidin-4-ol

oH \\ OH \\
X ° AN 0
L0 — (0%
HS” "N~ TNH, N~ "NH,
6-amino-5-(2,2-dietdxi-etil)-2-mercapto-pirimidin-4-ol  pirimidina

3,0 g (11,6 mmols) [preparada como detalhado em Davoll. J., J. Chem. Soc.
1960, pp131-138] foi dissolvida em uma mistura de agua (150 ml e solugéo
aquosa de amoénia (9 ml) e aquecida para 90 °C. Aliquotas (2-3 ml) de uma
suspensao de niquel Raney foram adicionadas a mistura de reagédo até que
a andlise de TLC e LC/MS mostrou que a reacao estava completa. A mistura
de reacao foi deixada esfriar para a temperatura ambiente e filtrada através
de um tampao de celita. O bolo do filtro foi lavado com agua (2 x 25 ml) e o
filtrado aquoso combinado foi secado por congelamento para proporcionar o
composto do titulo como um pé esbranquicado 2,23 g (85 %).
LC/MS: TR = 1,37 min; m/z = 182 [M-EtOH+H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.
1I'-| RMN (de DMSO): & 1,07 (brt, 6H); 3,40 (m, 2H); 3,59 (m, 2H); 4,56 (brt,
1H); 6,07 (brs, 2H); 7,70 (s, 1H); 11,43 (brs, 1H).

Etapa 2
7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidina-4-ol

o ) OH
0
N NTX
O — D
kN/ NH2o kN/ N

12,8 M &cido cloridrico (1,2 ml) foi adicionado a uma suspensao
de 6-Amino-5-(2,2-dietoxi-etil)-pirimidin-4-ol (2,23g 9,8 mmols) em &gua (60
ml), foi agitada em temperatura ambiente durante 2,5 h. A mistura foi depois
esfriada com um banho de agua gelada e depois filtrada. Os solidos filtrados
foram secados in vacuo para proporcionar o composto do titulo como um

sélido amarelo 1,2 g (90 %).
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LC/MS: TR = 0,572 min; m/z = 158 [M+Na]*. Tempo de operacéo total 3,75
min.

'H RMN (ds DMSO): & 6,40 (dd, 1H); 7,03 (dd, 1H); 7,82 (s, 1H); 11,74 (brs,
1H); 11,83 (brs, 1H). '

Etapa 3
4-Cloro-7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidina
OH Cl
NT N
P @3
NT N N~ N

Oxicloreto de fésforo foi adicionado a 7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidina-
4-ol (1,15 g, 8,5 mmols) e a reacdo foi aquecida sob atmosfera de N> em 100
°C durante 2,5 horas. A suspensdo inicial transforma-se em suspensao es-
cura homogénea que foi depois deixada esfriar para a temperatura ambien-
te. Excesso de oxicloreto de fésforo foi removido in vacuo e d residuo foi es-
friado em banho de gelo e gelo moido foi adicionado com agita¢éo. A mistu-
ra foi diluida com agua (20 ml) e extraida com acetato de etila (2 x 30 ml).
Os extratos organicos combinados foram lavados com solugéo sat de NaCl
(aq), depois secados por Na,SQ, anidrico. A mistura foi filtrada e os solven-
tes do filtrado removidos in vacuo para proporcionar um solido branco (0,811
g; (62 %).
LC/MS: TR = 1,619 min; m/z = 154 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (d¢ DMSO): § 6,60 (dd, 1H, J = 3,5, 1,8Hz); 7,69 (dd, 1H, J = 3,6,
2,3 Hz); 8,59 (s,1H), 12,57 (brs 1H).
Etapa 4
4-Cloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

Cl o

(0 O
“\N/ N ”\N/ N \

\/o\ji\

O composto do titulo foi preparado a partir de 4-Cloro-7H-
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Pirrolo[2,3-d]pirimidina (0,805 g; 5,24 mmols) usando o método do exemplo
1 etapa 1. O produto foi purificado por cromatografia instantanea em silica-
gel (25 g) eluindo com 2 a 25 % gradiente de acetato de etila em hexano.
Isto proporcionou o composto do titulo como dleo incolor, A1 ,310 (87 %).
LC/MS: TR = 0,572 min; m/z = 384 [M + H]". Tempo de operagéo total 3,75
min.

'H RMN (ds DMSO): & -0,66 (s, 9H); 0,90 (t, 2H); 3,51 (t, 2H); 5,64 (s, 2H);
6,66 (d, 1H); 7,38 (d, 1H); 8,66 (s, 1H).

Etapa 5
4-(2,4-Dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

cl

N™ X N\

! - .

kN/ N\/ s\|< N‘kj > \
J A \/S/'<

Este composto foi preparado por meio do método do exemplo 1
etapa 2. Assim, 4-Cloro-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
dlpirimidina (1,299, 4,54 mmols) foi reagida com &cido 24-
dimetilfenilborénico (0,818 g; 1,2 equiv), diclorobis(trifenilfosfina)paladio (Il) e
bicarbonato de sédio em mistura de DMF/H,0, e o produto bruto purificado
por cromatografia instantanea em silica-gel (25 g) eluindo com gradiente de
3-30 % acetato de etila em hexano para proporcionar o composto do titulo
como um o6leo incolor, (1,29g; 80%).

LC/MS: TR = 2,87 min; m/z = 354 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.

Etapa 6
5-Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina
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N7 N| N
I =N \/ N/ N \/
" \/O\ji\ \/O\jl\

Uma solugdo de N-bromossuccinimida (0,639 g, 3,59 mmols) em
DMF (10 ml) foi adicionada a uma solugdo agitada esfriada com banho de
gelo de  4-(2,4-Dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina (1,27g, 3,59 mmols) em DMF (20 ml). A mistura de reagéo foi
depois agitada em temperatura ambiente durante 18 horas. DMF foi removi-
do in vacuo e o residuo foi dividido entre acetato de etila (150 ml) e dgua
(150 ml). As fases foram separadas e a fase aquosa foi re-extraida com ace-
tato de etila (50 ml). As fases organicas combinadas foram lavadas com so-
lucdo sat de NaCl (aq) e secadas por Na,SO4. A mistura foi filtrada e o sol-
vente do filtrado removido para proporcionar um éleo marrom que foi purifi-
cado por cromatografia instantanea em silica-gel (50 g) eluindo com gradien-
te de 0 a 30 % acetato de etila em hexano para proporcionar 0 composto do
titulo como um dleo incolor. (0,772 g; 49 %). |
LC/MS: TR = 2,940 min; m/z = 434,432 [M + H]" (padrao de divisdo de is6to-
po de bromo observado). Tempo de operagéao total 3,75 min.
Etapa 7
Acido 4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carboxilico.

o)
Br
OH
N7 N\ NT X N\
L \ - L \
" N\/o\j( ) N\/o\j(

Este composto foi produzido por meio do método do exemplo 2
etapa 2. Assim, 0,77 g, 1,78 mmol de 5-Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina foi reagido com n-butil litio
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e diéxido de carbono para proporcionar um produto bruto que foi purificado
por cromatografia instantanea em silica-gel (50 g) eluindo com gradiente de
25-100 % acetato de etila em hexano para proporcionar o composto do titulo
como um solido incolor, (0,307 g; 43 %).

LC/MS: TR = 2,584 min; m/z = 398 [M + H]". Tempo de operagao total 3,75
min.

Etapa 8

Amida de acido 4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-

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

(o] (o]

(0] NH,
NN NT SN\
LA — N

Lo SN \o \//'\

Este composto foi produzido por meio do método do exemplo 2
etapa 3. Desta maneira, 0,304 g, 0,76 mmol de acido 4-(2,4-dimetil-fenil)-7-
(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico foi reagi-
do com cloreto de oxalila e aménia para proporcionar um produto bruto (¢leo
marrom) qué foi purificado por cromatografia instantanea em silica-gel (259)
eluindo com gradiente de 50-100% acetato de etila em hexano para propor-
cionar o composto do titulo como um sélido incolor, (0,135 g; 45%).

LC/MS: TR = 2,446 min; m/z = 397 [M + H]". Tempo de operagéo total 3,75
min.

Etapa 9
4-(2,4-Dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-

5-carbonitrila

R CN
NH
2 X
U L g
= N
N N\/O\ji< \/o\j‘\

Este composto foi produzido por meio do método do exemplo 2
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etapa 4. Desta maneira, 0,133 g, 0,34 mmol de amida de &cido 4-(2,4-
dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carboxilico foi reagida com anidrido trifluoroacético para proporcionar um
produto bruto (6leo marrom) que foi purificado por cromatografia instantanea
em silica-gel (259) eluindo com gradiente de 20-70% acetato de etila em he-
xano para proporcionar o composto do titulo como um sélido incolof, (0,075
g; 59 %).

LC/MS: TR = 2,789 min; m/z = 379 [M + H]'. Tempo de operagao total 3,75
min. |

Etapa 10

4-(2,4-Dimetil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

CN
CN

T . N
kN/ N\/ S\:< NI ) AN
o NN

Este composto foi produzido por meio do método do exemplo 2
etapa 6. Desta maneira, 0,075 g, 0,20 mmol de 4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila  foi reagido
com TBAF para proporcionar um produto bruto (6leo marrom) que foi purifi-
cado por cromatografia instantanea em silica-gel (10 g) eluindo com 3:2 ace-
tato de etila : hexano para proporcionar o composto do titulo como um solido
incolor, (0,075 g; 59 %).

LC/MS: TR = 2,034 min; m/z = 249 [M + H]". Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): & 2,18 (s, 3H); 2,37 (s, 3H); 7,14 (d, 1H, J = 7,5 Hz);
7,20 (s, 1H); 7,30 (d, 1H, J = 7,5 Hz); 8,52 (s, 1H); 8,97 (s, 1H); 13,34 (s,
1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 10
4-(2,4-Dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-5-trifluorometil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina



10

15

52

Etapai
4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-5-trifluorometil-7-(2-trimetilsilanil-

etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

Br CF,
N/ - ’
B | L I
\5)\\N N S AN N Si—
\_O/\/ \ s” N - \

5-Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-

- etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (exemplo 1, etapa 3) (100 mg, 0,209

mmol), Cul (80 mg, 0,418 mmol), trifluoroacetato de sédio (57 mg, 0,418
mmol), tolueno (0,5 ml) e DMF (1 ml) foram combinados sob N, e aquecidos
para 170 °C durante a noite. A mistura de reacao foi deixada esfriar para a
TR e foi depois dividida entre EtOAc (2 x 15 ml) e 4gua (15 ml). Os orgéni-
cos foram passados através da uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo.
O crude resultante foi purificado por cromatografia instantdnea em SiO2 (20
g) eluindo com Hexano-6 % EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o
produto protegido desejado juntamente com o produto n&o halogenado.

Etapa 2
4-(2,4-Dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-5-trifluorometil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
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O produto da etapa 1 foi desprotegido usando o método do e-
xemplo 1 etapa 5. O produto final foi purificado por HPLC (executada em pH
4) para proporcionar o composto do titulo como um sdlido esbranquicado, 7
mg, 10 %.

LC/MS: TR = 2,68 Min; m/z = 349 [M + H]". Tempo de operagéo total 3,75
min.

'H RMN (d¢ DMSO): § 1,92 (s, 3H); 2,34 (s, 3H); 2,55 (s, 3H); 7,04-7,15 (m,
3H); 8,08 (s, 1H); NH nao observado.

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 11
5-Ciclopropil-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina

N= N\

PN

S N

Iz

5-Bromo-4-(2,4-dimetil-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (exemplo 1, etapa 3) (100 mg, 0,209
mmol), Pd(OAc)z (3 mg, 0,01 mmol), P(Cy); (57 mg, 0,418 mmol), KsPO,4
(170 mg, 0,80 mmol), acido ciclopropilbordnico (25 mg, 0,30 mmol) tolueno
(1,0 ml) e dgua (0,05 ml) foram combinados sob N, e a mistura submetida a
retirada de gas por borbulhamento de N, através dela durante 5 min. A rea-
¢ao foi depois aquecida em 100 °C durante 2 h. A mistura de reagao foi dei-
xada esfriar para a TR e foi depois dividida entre EtOAc (2 x 15 ml) e agua

(15 ml). Os orgénicos foram secados (Na,SOs) e passados através da uma

“frit" hidrofébica e evaporados in vacuo. O produto bruto resultante foi purifi-

cado por cromatografia instantanea em SiO, (10 g) eluindo com Hexano-5 %
EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o produto protegido desejado e
um pouco n&do halogenado (17 mg). Esta mistura de composto foi desprote-
gida usando o método delineado no exemplo 1 etapa 5). O produto bruto foi
purificado por HPLC (executado em pH 4) para proporcionar o cOmposto do
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titulo como um sélido esbranquicado, 4 mg, 6 %.
LC/MS: TR = 2,70 min; m/z = 310 [M + H]*. Tempo de operacao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): § 0,36 - 0,40 (m, 4H); 1,06 m, 1H); 2,10 (s, 3H); 2,34 (s,
3H); 2,52 (s, 3H); 7,00 (m, 1H); 7,09 (d, 1H, J = 7,5 Hz); 7,14 (s, 1H); 7,20 (d,
1H, J =7,5 Hz); 11,7 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘C’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 12
4-(4-Fluor-2-metil-fenil)-2-metdxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
F
CN
N ’
| A\
\O)\\N H

O composto do titulo produzido por meio do caminho delineado
no esquema 2 e esquema 4.
Etapa 1
44(4-Fluorf2-metil-feniI)-2-metanossu|fonil-7-(2-trimetilsilaniI-etoximetiI)-?H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

A uma solugdo de 4-[(2-metil-4-flior-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (189 mg,
0,44 mmol) (exemplo 4 etapa 1) em CHCl, (8,5 ml) a 0 °C foi adicionada por
gotejamento uma solugdo de mCPBA (396 mg, 1,76 mmol) em CHxCl, (8,5
ml). Apds a adicdo estar completa a reagéo foi deixada aquecer para a TR.
Apés 1 h a mistura de reagéo foi lavada com 5 % solugdo de NaS;0s (20
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ml). A camada aquosa foi extraida com mais CHzCl, (20 ml). Os organicos
combinados foram depois lavados com solugédo saturada de NaHCOj3 (40
ml). Os organicos foram depois passados através de um "frit" hidrofdbica e
evaporados in vacuo. O produto bruto resultante foi purificado por cromato-
grafia instantanea em SiO; (25 g) eluindo com 20 % EtOAc/Hexano-45 %
EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um
dleo incolor, 187 mg, 92 %. ,

LC/MS: TR = 2,65 Min; m/z = 461 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75

min.
Etapa 2
4-(4-Flaor-2-metil-fenil)-2-metdxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
F
I F
CN N
NZ A\ . P CN
o | N A\ —
—:S:)\\N o \0)\\N| N /rl\: |
0 O~ ~o0 N
A

A uma mistura de KO'Bu (20 mg, 0,17 mmol) em THF (1 ml) a 0
°C sob Nz, MeOH (0,007 ml, 0,17 mmol) foi adicionado seguido por uma so-
lugéo de 4-(4-floor-2-metil-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (40 mg, 0,087 mmol) em
THF (0,5 ml) por gotejamento. Apds 30 min. a mistura de reagao foi dividida
entre EtOAc (2 x 10 ml) e solugdo saturada De NaHCOj3 (15 ml). Os organi-
cos foram depois passados através da uma "frit" hidrofobica e evaporados in
vacuo para fornecer o produto protegido crude. Este foi desprotegido com
fluoreto de tetrabutilaménio usando o método delineado no exemplo 1 etapa
5. A purificacdo foi por cromatografia instantanea em silica-gel (10 g) eluindo
com 10 % EtOAc/Hexano-50 % EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar
o composto do titulo como um sélido branco, 12 mg, 48 %.

LC/MS: TR = 2,16 Min; m/z = 283 [M + H]*. Tempo de operagéao total 3,75

min.
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'H RMN (dg DMSO): § 2,23 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 7,17 (m, 1H); 7,26 (dd, 1H,
J =10,4 e 2,3 Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,4, 6,0 Hz); 8,37 (s, 1H); 13,06 (brs,
1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 13
4-(4-Fluor-2-metil-fenil)-2-(2-pirrolidin-1-il-etdxi)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila

CN
Ch IS

O composto do titulo foi preparado usando o caminho delineado
no esquema 2 e esquema 4 usando os métodos delineados no exemplo 12.
Desta maneira, 4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila  foi reagido com 2-
pirrolidina-1-il-etanol e o produto resultante desprotegido com TBAF. '
LC/MS: TR = 1,63 Min; m/z = 366 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): & 1,68 - 1,74 (brm, 4H); 2,23 (s, 3H); 2,60 - 2,67 (brm,
4H): 2,93 (brt, 2H); 4,46 (t, 2H, J = 5,8 Hz); 7,17 (m, 1H); 7,23 (dd, 1H, J =
10,2 e 2,5 Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,6, 6,0 Hz); 8,37 (s, 1H); 12,7 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘C’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 14
4-(4-FlGor-2-metil-fenil)-2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
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CN
O/ﬁ NZ N\
|\/N\/\OJ\\N | N

O composto do titulo foi preparado usando o caminho delineado
no esquema 2 e esquema 4 usando os métodos delineados no exemplo 12.
Desta maneira, 4-(4-fluor-2-metiI-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila  foi reagido com 2-
morfolin-4-il-etanol e o produto resultante desprotegido com TBAF.
LC/MS: TR = 1,62 Min; m/z = 382 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.
'"H RMN (dg DMSO): & 2,23 (s, 3H); 2,41 - 2,49 (m, 4H); 2,72 (t, 2H, J = 5,8
Hz); 3,55 (1, 4H, J = 4,5 Hz); 3,60 (t, 2H, J = 5,5 Hz); 4,52 (t, 2H, J = 5,8 Hz),
7,17 (m, 1H); 7,23 (dd, 1H, J = 10,1 e 2,6 Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,3, 6,1 Hz);
8,36 (s, 1H); 13,0 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 15
4-(4-Fluor-2-metil-fenil)-2-[2-(2-oxo-pirrolidin-1-il)-etdxi]-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

CN
0]
ePugs

O composto do titulo foi preparado usando o caminho delineado
no esquema 2 e esquema 4 usando os métodos delineados no exemplo 12.
Desta maneira, 4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila foi reagido com 1-(2-
hidroxi-etil-pirrolidin-2-ona e o produto resultante desprotegido com TBAF.
LC/MS: TR = 2,023 Min; m/z = 380 [M + H]*. Tempo de operacao total 3,75
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min.
'H RMN (dg¢ DMSO): § 1,89 (m, 2H); 2,19 (t, 2H, J = 8,4 Hz); 2,23 (s, 3H);
3,45 (t, 2H, J = 6,8 Hz); 3,60 (t, 2H, J = 5,5 Hz); 4,45 (t, 2H, J = 5,5 Hz); 7,17
(m, 1H); 7,26 (dd, 1H, J = 10,2 e 2,6 Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,6, 6,1 Hz); 8,38
5 (s, 1H); 13,0 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo. |
Exemplo 16
4-(4-fluor-2-metil-feniI)-2-(4-metiI-pipe razin-1-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

10 carbonitrila

F
CN
N/
| N
(\N)’\\N N

Etapa 1
4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-(4-metil-piperazin-1-il)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-

7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

F F

CN CN
B \ gy N \
\,S/l\\N N NS NS N Si

4-[(2-metil-4-flGor-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
15  etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 12 etapa 1) (50
mg, 0,11 mmol), 1-metilpiperazina (0,024 ml, 0,22 mmol), e DMF anidrico
(0,5 ml) foram combinados sob N, e aquecidos em 100 °C durante 3 h. A
reacdo foi deixada esfriar para a TR e foi dividida entre EtOAc (2 x 10 ml) e
solucéo saturada De NaHCOj3; (10 ml). Os orgénicos foram depois passados

20 através da uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo para fornecer o pro-
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duto protegido bruto. Este foi purificado por cromatografia instantanea em
silica-gel (10 g) eluindo com 10 % EtOAc/Hexano-50 % EtOAc/Hexano (gra-
diente) para proporcionar o composto do titulo como 6leo incolor, 29 mg, 55
%. '

LC/MS: TR = 2,14 Min; m/z = 481 [M + H]". Tempo de operacéo total 3,75
min.

Etapa 2
4-(4-flaor-2-metil-fenil)-2-(4-metil-piperazin-1-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
F
CN
O
N
(\N NN

_N

4-(4-flaor-2-metil-fenil)-2-(4-metil-piperazin-1-il)-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila foi despro-
tegido com fluoreto de tetrabutilaménio usando o método delineado no e-
xemplo 1 etapa 5. A purificagédo foi por cromatografia instantanea em silica-
gel (10g) eluindo com CHCl>-6 % MeOH/CHCI. (gradiente) para proporcio-
nar o composto do titulo como um sélido amarelo, 4 mg, 18 %.
LC/MS: TR = 1,67 Min; m/z = 351 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.
'"H RMN (dg DMSO): § 0,93 (t, 6H, J = 7,1 Hz); 2,53 (q, 4H, J = 7,1 Hz); 2,75
(brt, 2H, J = 8,0 Hz); 3,28 (m, 2H); 7,17 (m, 1H); 7,2'5 (dd, 1H,J=10,2e 2,6
Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8). 13,0 brs 1H.

Este composto tinha atividade ‘C’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 17
4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-metilamino-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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CN

N | N\

N

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos no exemplo 16, e o caminho delineado no esquema 2 e esquema 4.
Desta maneira, 4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila foi reagido com metilami-
na e o produto resultante desprotegido com TBAF.
LC/MS: TR = 2,08 Min; m/z = 282 [M + H]*. Tempo de operagdo total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): § 2,21 (s, 3H); 2,83 (d, 3H, J = 4,8 Hz); 7,11 (m, 1H);
7,20 (dd, 1H, J = 10,1 e 2,5 Hz); 7,12-7,21 (brs, 1H); 7,36 (dd, 1H, J=8,3 e
6,0 Hz); 8,02 (s, 1H); 12,44 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 18

2-Etil-4-(4-flaor-2-metil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
F

CN
NZ

A\
KK

EtMgBr (0,04 ml, 0,11 mmol, 3M solugdo em Et;0) foi adiciona-
do a uma solugdo de 4-[(2-metil-4-flior-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 12
etapa 1) (50 mg, 0,11 mmol) em 0 °C. Apés 20 min. a reagao foi dividida en-
tre EtOAc (2 x 15 ml) e agua (15 ml). Os orgénicos foram depois passados
através da uma "frit" hidrofébica e evaporados in vacuo para fornecer o pro-
duto prdtegido bruto. Este produto foi desprotegido com fluoreto de tetrabuti-
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laménio usando o método delineado no exemplo 1 etapa 5. A purificagéo foi
por cromatografia instantanea em silica-gel (10 g) eluindo com CHxCl>-6 %
MeOH/CH.Cl, (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um
sélido bege, 24 mg, 79 %.
5 LC/MS: TR = 2,20 Min; m/z = 281 [M + H]". Tempo de operagéo total 3,75

min.
'H RMN (dg DMSO): § 1,33 (t, 3H, J = 7,6 Hz); 2,21 (s, 3H); 2,99 (q, 2H, J =
7,6 Hz); 7,17 (m, 1H); 7,25 (dd, 1H, J = 10,1 e 2,5 Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,5
e 6,0 Hz); 8,50 (s, 1H); 13,18 (brs, 1H).

10 : Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 19
2-(2-Dietilamino-etilsulfanil)-4-(4-fldor-2-metil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

15 Etapa 1
2-(2-Dietilamino-etilsulfanil)-4-(4-flGor-2-metil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

F

CN CN
N7 |/ N \
\s N N |/ S N
oo LS\ o o

4-[(2-metil-4-flaor-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 12 etapa 1) (50
20 mg, 0,11 mmol), cloridreto de 2-dietilaminoetanotiol (37 mg, 0,22 mmol),
Et;N (0,03 ml, 0,22 mmol) e DMF anidrico (2,0 ml) foram combinado's»sob N2
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e aquecidos em 100 °C durante 40 min. A reacdo foi deixada esfriar para a
TR e foi dividida entre EtOAc (2 x 15 ml) e NH3 (aq) solugédo (15 mi). Os or-
ganicos foram depois passados através da uma "frit" hidrofébica e evapora-
dos in vacuo para fornecer o produto protegido bruto. Este foi purificado por
cromatografia instantanea em silica-gel (10g) eluindo com CH:Cl>-6% Me-
OH/CH,CI, (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um 6leo
amarelo, 40 mg, 71%.

LC/MS: TR = 2,17 Min; m/z = 514 [M + H]". Tempo de operagao total 3,75
min.

Etapa 2

2-(2-Dietilamino-etilsulfanil)-4-(4-fldor-2-metil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina-5-carbonitrila

( N= N\ NZ
|/N\/\S)\\N | B ,\(/\ S/l\\N | ,:
o/ r "
\\/S|<

2-(2-Dietilamino-etilsulfanil)-4-(4-fldor-2-metil-fenil)-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila foi despro-
tegida com fluoreto de tetrabutilaménio usando o método delineado no e-
xemplo 1 etapa 5. A purificagao foi por cromatografia instantanea em silica-
gel (10g) eluindo com CHxCl,-13% MeOH/CH.Cl, (gradiente) para propor-
cionar o composto do titulo como um sélido branco, 20 mg, 67%.
LC/MS: TR = 1,73 Min; m/z = 384 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (d¢ DMSOQ): § 0,93 (1, 6H, J = 7,1 Hz); 2,53 (q, 4H, J = 7,1 Hz); 2,75
(brt, 2H, J = 8,0 Hz); 3,28 (m, 2H); 7,17 (m, 1H); 7,25 (dd, 1H, J=10,2e 2,6
Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,3 e 6,1 Hz); 8,43 (s, 1H); 12,91 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagédo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 20
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4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-(2-hidréxi-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila

CN
NZ | N\

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos no exemplo 18, e o caminho delineado no esquema 2 e esquema 4.
Desta maneira, 4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo{2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila  foi reagido com 2-
mercatoetanol e o produto resultante desprotegido com TBAF.
LC/MS: TR = 2,073 Min; m/z = 329 [M + H]". Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): & 2,22 (s, 3H); 3,27 (t, 2H, J = 6,6 Hz); 3,68 (m, 2H);
4,99 (t, 1H, J = 5,3 Hz);7,18 (m, 1H); 7,26 (dd, 1H, J = 10,1 e 2,1 Hz); 7,44
(dd, 1H, J = 8,3 e 6,1 Hz); 8,43 (s, 1H); 13,17 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 21
4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-(2-morfolin-4-il-etilsuifanil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

F
CN
O/ﬁ NZ N\
‘\/N\/\s)\\n | N

Etapa 1 A
4-(4-fluor-2-metil-fenil)-2-(2-morfolin-4-il-etilsulfanil)-7-(2-trimetilsilanil-

etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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F E F
CN CN CN
NZ N\ NP /\I NP\
HO\/\S/k\N | N Oms)\\ I N\\ LN\/\SJ\\N I N
—_— 0 0 (o]
N >/Si\/| >/sa\)

A uma solucdo de 4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-(2-hidroxi-
etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (precursor para o exem-
plo 20) (100 mg, 0,22 mmol) em CHxCl, (10 ml) Dess-Martin periodinano
(111 mg, 0,26 mmol) foi adicionado. A reagao foi agitada durante 5 h em TR.
A mistura foi depois evaporada in vacuo para fornecer o aldeido protegido
bruto. Este foi parcialmente purificado por cromatografia instantanea em sili-
ca-gel (20 g) eluindo com Hexano-40% EtOAc/Hexano (gradiente) para pro-
porcionar o aldeido como dleo incolor, 73 mg. Este foi combinado com mor-
folino (0,03 ml, 0,308 mmol), AcOH (0,04 ml, 0,77 mmol), peneiras molecula-
res em pd 3A, MeOH (3 ml) e Na(OAc)sBH3 (65 mg, 0,31 mmol) e agitado
em TR sob N, durante 2 h. A mistura foi depois filtrada e o filtrado evaporado
in vacuo. Este foi depois dividido entre CH.Cl, (2 x 10 ml) e solugéo saturada

‘De NaHCO;3; (10 ml). Os organicos foram depois passados através da uma

"frit" hidrofébica e evaporados in vacuo para fornecer o produto protegido
bruto. Este foi purificado por cromatografia instantanea em silica-gel (10 g)
eluindo com 20 % EtOAc/Hexano-70 % EtOAc/Hexano (gradiente) para pro-
porcionar o composto do titulo como 6leo incolor, 47 mg, 41%.

LC/MS: TR = 2,25 Min; m/z = 528 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.

Etapa 2

4-(4-fluor-2-metil-fenil)-2-(2-morfolin-4-il-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila
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@ N/| N\ CN

N\/\s)\\N N o™ )N\/I N\
— .LO M SN
//SI\)

4-(4-flior-2-metil-fenil)-2-(2-morfolin-4-il-etilsulfanil)-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila foi despro-
tegida com fluoreto de tetrabutilaménio usando o método delineado no e-
xemplo 1 etapa 5. A purificacdo foi por cromatografia instantanea em silica-
gel (10 g) eluindo com CH,Cl»-5% MeOH/CHCI, (gradiente) para proporcio-
nar o composto do titulo como um sélido branco, 19 mg, 54%.
LC/MS: TR = 1,68 Min; m/z = 398 [M + H]". Tempo de operagéo total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): § 2,22 (s, 3H); 2,43 (brm, 4H); 2,65 (t, 2H, J = 7,5 Hz);
3,30 (t, 2H, J = 7,5 Hz);3,55 (m, 4H); 7,18 (m, 1H); 7,26 (dd, 1H, J=10,1 e
2,5 Hz); 7,44 (dd, 1H, J = 8,7 e 6,0 Hz); 8,44 (s, 1H); 13,17 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 22
4-(2,4-Dicloro-5-metéxi-feniI)-2-metiIsuIfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5- :

carbonitrila
Cl
O\
Cl CN
N/
| N
\S)\\N ”
Etapa 1
1-Benziloxi-2,4-dicloro-5-nitro-benzeno
o o}

|4 I+

-N OH ~N OBn
T, — T IX
Cl cl cl Cl
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Carbonato de potassio (12g, 87 mmols) foi adicionado a uma
solugdo de 2,4-dicloro- 5-nitrofenol (Lancaster Synthesis, Morecambe, Lan-
cashire, UK) (15,6 g, 75 mmols) em acetona. Brometo de benzila (9 ml, 76
mmols) foi adicionado e a suspensdo aquecida em 75 °C (temperatura do
banho de 6leo) durante ~3 h. A suspensao resultante foi deixada esfriar e
agua (500 ml) foi adicionada, a mistura foi extraida com diclorometano (2 x
200 ml). Os extratos combinados foram lavados com hidréxido de soédio a-
quoso (150 ml, 2M), agua (2 x 200 ml) e solugédo aquosa saturada de cloreto
de sddio (150 ml). A solugdo foi secada por sulfato de sédio anidrico e con-
centrada em um sélido amarelo claro (21,5 g, 96 %)

R 0,73 CH.Cl; (SiOy)

Tempo de retengdo LC 2,915 min [M + H]* nenhuma ioniza¢do (tempo de
operagao 3,75 min)

Etapa 2

5-Benzildxi-2,4-dicloro-fenilamina

P
O=N_ OBn H,N OBn.
mji:[m cuI:[cx

P6 de ferro (21 g, 376 mmols) foi adicionado a uma suspenséo
de 1-Benziléxi-2,4-dicloro-5-nitro-benzeno (21,5 g, 72 mmols) em acido acé-
tico (300 ml) / agua (150 ml) e a mistura foi aquecida em 85 °C (temperatura
do banho de 6leo) durante ~90 min. A suspensao resultante foi filtrada. O
filtrado foi deixado esfriar, agua (750 ml) foi adicionada e a mistura extraida
com diclorometano (3 x 150 ml). Os extratos combinados foram lavados com
hidréxido de sédio aquoso (300 ml, 2M), agua (2 x 500 ml) e solugao aquosa
saturada de cloreto de sédio (200 ml). A solugdo foi secada por sulfato de
sédio anidrico filtrada e os solventes do filtrado removidos in vacuo para
proporcionar o produto como um sélido marrom claro (18,6 g, 96 %) R; 0,57
CH:Clz (SiOy). |
tempo de retencdo LC 2,792min [M + H]* 270 /268 (tempo de operagao
3,75 min)
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Etapa 3
1-Benzildxi-2,4-dicloro-5-iodo-benzeno

H,N OBn | OBn
CF:[:::I:CI C;:[:::I:CI

Acido cloridrico (60 ml, 6M) foi adicionado a uma solugdo de 5-
Benziloxi-2,4-dicloro-fenilamina (16,2g, 60 mmols) em acido acético (240 ml)
e a suspenséao resultante esfriada (gelo/agua/sal). Nitrito de sddio aquoso
(4,8 g, 69,5 mmols em 40 ml) foi adicionado lentamente (mantendo a tempe-
ratura < 5 °C). Na adigdo completa a solugdo resultante foi agitada durante
~30 min. A solugdo resultante foi despejada em uma solugéo de iodeto de
potassio (20 g, 120 mmols) e iodo (4 g, 16 mmols) em &gua (200 ml), e a
mistura agitada durante ~90 min. Agua (800 ml) foi adicionada e a mistura
extraida com diclorometano (3 x 250 ml). Os extratos combinados foram la-
vados com solugdo aquosa de tiossulfato de sédio (2 x 150 ml, 10 %), hidrd-
xido de sddio aquoso (250 mi, 2M), agua (2 x 250 ml) e solugdo aquosa sa-
turada de cloreto de sodio (200 ml). A solugéo foi secada por sulfato de sé-
dio anidrico e concentrada em um 6leo marrom claro, solidificado em repou-
s0. (20,6 g, 90 %). Ry 0,82 CH,Cl (SiO2)
tempo de retengdo LC 3,084 min [M + H]* Nenhuma ionizagao (tempo de
operacao 3,75 min)
Etapa 4
2,4-Dicloro-5-iodo-fenol

Cl Cl
OBn OH

Cl cl

| |
A uma solugdo de 1-Benziléxi-2,4-dicloro-5-iodo-benzeno (3,0 g,
7,92 mmols) em CH,Cl, (50 ml) a 0 °C BCl; (23,8 ml, 23,8 mmols, 1M solu-
cao em CH.Cly) foi adicionado por gotejamento. Apds a adi¢ao estar comple-
ta a reacao foi deixada aquecer para a TR. A mistura foi depois dividida en-
tre solugéo saturada De NH,CI (50 ml) e CH2CI2 (2 x 50 ml). Os organicos
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combinados foram passados através da uma "frit" hidrofébica e evaporados
in vacuo para fornecer um 6leo bruto. Este foi purificado por cromatografia
instantanea em silica-gel (70 g) eluindo com Hexano-10 % EtOAc/Hexano
(gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um sélido amarelo,
1,83 g, 80 %.

LC/MS: TR = 2,48 Min; m/z = 289, 287 [M-H]. Tempo de operacgao total 3,75

min.

Etapa 5
2,5-Dicloro-2-iodo-metodxi-benzeno
cl cl
OH O
Cl Cl

A uma solucdo de 2,4-Dicloro-5-iodo-fenol (0,5 g, 1,73 mmols)
em DMF (10 ml), K2CO3 (480 mg, 3,46 mmols) e Mel (0,12 ml, 1,90 mmol)
foram adicionados sequencialmente e a mistura resultante agitada sob N
em TR durante a noite. Adicionados outros equivalentes de K,COj3 (480 mg,
3,46 rrimols), Mel (0,12 ml, 1,90 mmol) e DMF (4 ml) e agitados em TR du-
rante a noite. Dividida a mistura de reagéo entre sol. de NH3 (aq) (30 mi) e
EtOAc (2 x 30 ml). Secada (NaxSQO,), os organicos combinados e evapora-
dos in vacuo para fornecer o produto bruto. Este foi purificado por cromato-
grafia instantanea em silica-gel (50 g) eluindo com Hexano para proporcio-
nar o composto do titulo como um sélido amarelo, 1,83 g, 80 %.

LC/MS: TR = 2,76 min; m/z = no mass. Tempo de operagao total 3,75 min.
Etapa 6
4-(2,4-Dicloro-5-metoxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H- -

pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
cl

~N
I ¢N
N7 { Cl CN
| _— Z
NN J @8 |
N g S N si”
o \\ AN
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A uma solugdo de 2,5-Dicloro-2-iodo-metdxi-benzeno em THF a
-78 °C sob N, triisopropil borato (0,64 ml, 2,75 mmols) foi adicionado segui-
do por "BuLi (0,72 ml, 1,79 mmol, 2,5 M em Hexanos) por gotejamento. A
reacdo foi deixada aquecer para a TR e foi depois evaporada in vacuo e di-
vidida entre EtOAc (2 x 50 ml) e sol. dil. de HCI (50 ml). Os organicos combi-
nados foram secados (Na,SO,) e evaporados in vacuo para fornecer o acido
borénico bruto como um sdélido branco (320 mg). Este foi combinado com 4-
cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-
5-carbonitrila (390 mg, 1,1 mmol), 1M sol. De NaHCO3 (4,1 ml, 4,1 mmols),
PdClx(PF3), (48 mg, 0,07 mmol) e DMF (12 ml). A mistura foi submetida a
retirada de gas por borbulhamento de N, através dela durante 5 min. e foi
subseqiientemente aquecida a 80 °C durante 3 h sob N». A reacéo foi deixa-
da esfriar antes de ser dividida entre EtOAc (3 x 50 ml) e solugdo saturada
de NaHCO; (50 ml). Os organicos combinados foram secados (Na:SOs) e
evaporados in vacuo para fornecer um dleo bruto. Este foi purificado por
cromatografia instantanea em silica-gel (70 g) eluindo com Hexano-20 %
EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um
6leo amarelo, 260 mg, 48 %.
LC/MS: TR = 2,96 Min; m/z = 495, 497 [M-H]". Tempo de operagéo total 3,75
min. |
Etapa 7
4-(2,4-Dicloro-5-metoxi-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila

O composto do titulo foi preparado usando o método delineado
no exemplo 1 etapa 5.
LC/MS: TR = 2,52 min; m/z = 365, 367 [M + H]*. Tempo de operacéo total
3,75 min.
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'"H RMN (dg DMSO): & 2,59 (s, 3H); 3,90 (s, 3H); 7,39 (s, 1H); 7,81 (s, 1H);
8,48 (s, 1H); 13,23.
Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 23
4-(2,4-Dicloro-5-metoxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos nos exemplos 12, 19 e 22, e o caminho delineado no esquema 2 e es-
quema 4. Desta maneira, 4-(2,4-dicloro-5-metdxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 22
etapa 6) foi oxidada com mcpba e a sulfona resultante removida com 2-
dietilaminoetanotiol. A remocao do grupo de protecdo SEM com TBAF pro-
porciona o composto do titulo como um sdlido.

LC/MS: TR = 1,84 Min; m/z = 450, 452 [M + H]*. Tempo de operagao total
3,75 min.

'H RMN (d¢ DMSO): § 0,98 (t, 6H, J = 7,0 Hz); 2,61 - 2,76 (m, 4H); 2,86 -
2,95 (m, 2H); 3,26 - 3,35 (m, 2H), 3,90 (s, 3H); 7,41 (s, 1H); 7,85 (s, 1H);
8,49 (s, 1H); 12,2-12,9 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo. |
Exemplo 24
4-(2,4-Dicloro-5-metoxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etdxi)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila
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O composto do titulo foi preparado usa_ndo os métodos delinea-
dos no exemplo 12 e 22, e o caminho delineado no esquema 2 e esquema 4.
Desta maneira, 4-(2,4-Dicloro-5-metoxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 22
etapa 6) foi oxidada com mcpba e a sulfona resultante removida com 2-
dietilaminoetanol. A remogéo do grupo de protecdo SEM com TBAF propor-
ciona o composto do titulo como um sdlido.
LC/MS: TR = 1,75 Min; m/z = 434, 436 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.
'"H RMN (dg DMSO): § 0,97 (t, 6H, J = 7,0 Hz); 2,57 (q, 4H, J = 7,0 Hz); 2,82
(t, 2H, J = 6,4 Hz); 3,90 (s, 3H); 4,41 (t, 2H, J = 6,4 Hz), 7,37 (s, 1H); 7,80 (s,
1H); 8,38 (s, 1H).

Este composto tinﬁa atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 25
4-(2,4-Dicloro-5-metéxi-fenil)-2-[2-(2-oxo-pirrolidin-1-il)-etoxi]-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos no exemplo 22, exemplo 12, e o caminho delineado no esquema 2 e
esquema 4. Desta maneira, 4-(2,4-Dicloro-5-metoxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 22
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etapa 6) foi oxidada com mcpba e a sulfona resultante removida com 1-(2-
hidréxi-etil-pirrolidin-2-ona. A remogao do grupo de prote¢éo SEM com TBAF
proporciona o composto do titulo como um sdlido.
LC/MS: TR = 2,14 Min; m/z = 446, 448 [M + H]*. Tempo de operacéao total
3,75 min.
'H RMN (ds DMSQ): § 1,89 (m, 2H); 2,20 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 3,46 (t, 2H, J =
7,0 Hz)); 3,61 (t, 2H, J = 5,5 Hz); 3,90 (s, 3H); 4,47 (t, 2H, J = 5,5 Hz), 7,39
(s, 1H); 7,81 (s, 1H); 8,42 (d, 1H, J = 2,5 Hz); 13,13 (brs, 1H).

Este compdsto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 26
4-[2,4-Dicloro-5-(2-pirrolidin-1-il-etdxi)-fenil]-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila
(@]

O\/\D

N ~
| N
\s)\\N N
Etapa 1
1-[2-(2,4-Dicloro-5-iodo-fenéxi)-etil]-pirrolidina
Cl cl

| : !

2,4-Dicloro-5-iodo-fenol (exemplo 22, etapa 4) (1 g, 3,46 mmols),
bromidreto de 1-(2-bromoetil) pirrolodina (3,81 mmols), CsCOs (2,8 g, 8,65
mmols) e DMF (15 ml) foram combinados sob N, e aquecidos em 110 °C
durante 3 h. A mistura de reacgao foi depois dividida entre EtOAc (2 x 40 ml)
e sol. De NHs (40 ml). Os organicos combinados foram secados (NaxSQO,) e
evaporados in vacuo para fornecer um dleo bruto. Este foi purificado por
cromatografia instantanea em silica-gel (25 g) eluindo com Hexano-45 %
EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um

solido amarelo, 1,08 g, 80 %.
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LC/MS: TR = 1,81 Min; m/z = 386, 388 [M + H]". Tempo de operacdo total
3,75 min.

Etapa 2
4-[2,4-Dicloro-5-(2-pirrolidin-1-il-etéxi)-fenil]-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila
Cl
Ct

¢ coN O~
O O\AD

g B ct
CN
\S/k\N N\/ y _ c CN
o\/\/ )N\ | N NZ
Si ~N X, N | N
N\ s” N N
Sit

A uma solugdo de 1-[2-(2,4-Dicloro-5-iodo-fendxi)-etil]-pirrolidina
(200 mg, 0,518 mmol) em THF a -78 °C sob N, triisopropil borato (0,24 ml,
1,04 mmol) foi adicionado seguido por "BulLi (0,27 mi, 0,67 mmol, 2,5 M em
Hexanos) por gotejamento. A reagado foi deixada aquecer para a TR e foi
depois evaporada in vacuo para fornecer o acido borbnico bruto. Este foi
combinado com  4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (92 mg, 0,26 mmol), 1M solugcao de
NaHCO3 (0,8 ml, 0,78 mmol), PdCl(PF3)2 (9 mg, 0,01 mmol) e DMF (6 ml).
A mistura foi submetida a retirada de gas por borbulhamento de N através
dela durante 5 min. e foi subseqiientemente aquecida em 80 °C durante 2 h
sob Na. A reagéo foi deixada esfriar antes de ser dividida entre EtOAc (2 x 60
ml) e solugdo aquosa de NH; (60 ml). Os organicos combinados foram se-
cados (NazSQ4) e evaporados in vacuo para fornecer um dleo bruto. Este foi
purificado por cromatografia instantanea em silica-gel (50 g) eluindo com
CH.Cl»-5 % MeOH/CHCI, (gradiente) para proporcionar o produto protegido
como um 6leo amarelo, 160 mg. Este produto foi desprotegido usando o mé-
todo delineado no exemplo 1 etapa 5 para proporcionar o composto do titulo
como um solido amarelo, 49 mq, 42 %.
LC/MS: TR = 1,83 min; m/z = 448, 450 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.
'H RMN (dg DMSO): § 1,68 (m, 4H); 2,58 (s, 3H); 2,61 (m, 4H); 2,89 (t, 2H, J
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= 5,8 Hz); 4,22 (t, 2H, J = 5,7 Hz); 7,42 (s, 1H); 7,80 (s, 1H); 8,46 (s, 1H),
13,00 (brs, 1H).
Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 27
4-[2,4-Dicloro-5-(2-dietilamino-etdxi)-fenil]-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

Cl
O\/\N/\
Cl CN
NZ i N\
NS
\S)\N H

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos no exemplo 26, e o caminho delineado no esquema 2 e esquema 4.
Desta maneira, [2-(2,4-dicloro-5-iodo-fendxi)-etil]-dietilamina (preparada co-
mo por exemplio 26 etapa 1) foi convertida no acido bordnico 5-substituido e
reagida com 4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila. A remogdo do grupo de protegdo SEM
proporcionou o composto do titulo como um solido.

LC/MS: TR = 1,86 min; m/z = 450, 452 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.

'"H RMN (dg DMSO): § 0,99 (t, 6H, J = 7,1 Hz); 2,59 (s, 3H); 2,62 (q, 4H, J =
7,0 Hz); 2,90 (t, 2H, J = 5,1 Hz); 4,18 (t, 2H, J = 5,1 Hz); 7,42 (s, 1H); 7,80 (s,
1H); 8,47 (s, 1H); 12,8 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polariza¢éo em
fluorescéncia descrito abaixo. ‘
Exemplo 28
2-{5-Ciano-4-[2,4-dicloro-5-(2-dietilamino-etdxi)-fenil]-7H-pirrolo[2,3-

d)pirimidin-2-ilsulfanil}-N-metil-acetamida
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O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos nos exemplos 12, 26, e 19, e 0 caminho delineado no esquema 2 e es-
quema 4.

LC/MS: TR = 1,70 Min; m/z = 507, 509 [M + H]*. Tempo de operagao total
3,75 min.

'"H RMN (dg DMSO): & 0,50 (t, 6H, J = 7,2 Hz); 1,92 (s, 3H); 2,38 (q, 4H, J =
7,2 Hz); 2,68 (t, 2H, J = 5,1 Hz); 3,14 (s, 2H); 3,62 (t, 2H, J = 5,1 Hz); 6,51
(s,1H); 6,88 (s, 1H), 7,37 (s, 1H); 7,72 (s, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 29
4-(2-Cloro-4,5-dimetéxi-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
~o
O\
Cl CN
N/
| AN
\S)\\N ”
Etapa 1
Acido 2-cloro-4,5-dimetoxifenil bordnico
~o ~o
O\ O\
Cl
B(OH), B(OH),

A uma suspensdo de &cido 3,4-dimetoxiborénico (364 mg) em
acetonitrila (4 ml) foram adicionados TFA (50 uL) e NCS (294 mg). A mistura
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de reagao foi agitada durante 6 h em TR, diluida com AcOEt e lavada com
salmoura. A fase organica foi secada por sulfato de sédio e o solvente foi
removido sob présséo reduzida. O material cristalino bruto foi triturado com
AcOEt/Hexano para proporcionar acido 2-cloro-4,5-dimetoxi-borénico (183
mg, 42 %).

Etapa 2
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila

0 o)
~
o N oo
O\
e cl CN . N
Cl
B(OH) )N\/ Y N7 B
2
N
\S N N Sli'— \S)\\N N
Rava H

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos no exemplo 2 e o caminho delineado no esquema 2. Desta maneira, 4-
cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-
5-carbonitrila foi reagido com acido 2-cloro-4,5-dimetoxifenil borénico sob as
condi¢cdes de condigbes de reagdo de acoplamento cruzado Suzuki. O grupo
de protecdo SEM do produto resultante foi removido com TBAF para propor-
cionar um solido.
LC/MS: TR = 2,24 Min; m/z = 361 [M + H]*. Tempo de operagéao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): § 2,58 (s, 3H); 3,80 (s, 3H); 3,86 (s, 3H), 7,14 (s, 1H),
7,19 (s, 1H); 8,44 (s, 1H); 13,20 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 30
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina-5-carbonitrila
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Etapa 1
4-(2-Cloro-4,5-dimetodxi-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-

7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

o
o
cl CN
— N 7 \
SONE

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
dos no exemplo 12. Desta maneira, 4-(2-cloro-4,5-dimetdxi-fenil)-2-
metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila (exemplo 29) foi oxidada com mcpba para proporcionar o com-
posto do titulo como um sélido marrom claro.

LC/MS: TR = 2,588 min; m/z = 523, 525 [M + H]*. Tempo de operac¢éo total
3,75 min.

Etapa 2
4-(2-Cloro-4,5-dimetdxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

0 (o)
Ny o
(o CN Cl CN
N/ _— N/
o Y e ALY
N "o N~/ s N
\/\_/

Sll\

O composto do titulo foi preparado por meio dos métodos do
exemplo 19 etapa 1. Desta maneira, 4-(2-Cloro-4,5-dimet6xi-fenil)-2-
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metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila foi reagida com 2-dietilaminoetanotiol. O produto bruto desta rea-
cao foi desprotegido por meio do método do exemplo 1 etapa 5, para pro-
porcionar o produto como um sdélido incolor seguinte a purificagao por cro-
matografia instantanea (Silica-gel; eluindo com mistura de acetato de etila /
hexano).
LC/MS: TR = 1,68 Min; m/z = 446 [M + H]*. Tempo de operacdo total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): § 0,97 (t, 6H, J = 7,1 Hz); 2,57-2,68 (m, 4H); 2,82-2,90
(brm, 2H,); 3,25-3,35 (brm, 4H), 3,80 (s, 3H); 3,86 (s, 3H) 7,16 (s, 1H), 7,19
(s, 1H); 8,44 (s, 1H);

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagédo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 31
4-(2-Cloro-4,5-dimetéxi-fenil)-2-[2-(4,4-difldor-piperidin-1-il)-etoxi]- 7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
o
o\
a CN

Etapa 1
Ester de acido acético-2-(4,4-difltor-piperidin-1-il)-2-oxo-etilico

F)Q\,H — F)O“\g(\o)ok

Cloridreto de 4,4-difluoropiperidina (600 mg, 3,8 mmol) foi agita-
do em DCM (10 mi) com EtsN (11,4 mmols, 1,151 g, 1,59 ml) e esta mistura
foi esfriado para 0 °C. Cloreto de acetdxi acetila (5,7 mmols, 778 mg, 0,612
ml) em DCM (5 ml) foi adicionado por gotejamento e a mistura de reacéo foi
agitada durante a noite em TR. A mistura de reagao foi lavada sequencial-
mente com solugédo saturada de NaHCO; (x2) e salmoura (x2). A camada
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organica foi secada (MgSOa4), filtrada, e o solvente do filtrado foi removido in
vacuo. O residuo foi esfriado e triturado com hexano para produzir o com-
posto do titulo como um dleo incolor, (773 mg (92 %).

Etapa 2 |

2-(4,4-diflaor-piperidinil-1-il)etanol
F

e 0
N - . F
\<[3]/\OJ\ Mo

LiAlH4 (15 mmols, 15ml de um 1M solugdo em THF) foi agitado
em THF (20 ml) na TR. Ester de acido acético-2-(4,4-diflGior-piperidin-1-il)-2- -
oxo-etilico (5 mmols, 1,1 g) em THF (15 ml) foi adicionado por gotéjamento.
Apés a adicdo estar completa, a reagao foi aquecida para 40 °C e mantida
assim durante 4 h. A reagao foi agitada durante a noite em TR, e depois es-
friada para 0 °C. A mistura de reagao foi extinta mediante a adi¢ao cuidado-
sa de H>O (2 ml), 1M sol. aquosa de NaOH (1 ml) e H2O (1 ml). A mistura foi
agitada durante 30 min. e depois filtrada através de celita, o bolo do filtro
sendo lavado através de EtOAc varias vezes. O filtrado foi concentrado in
vacuo para produzir o composto do titulo, 800 mg (95 %).

Etapa 3
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-[2-(4,4-diflior-piperidin-1-il)-etoxi]-7-(2-
trimetilsililanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila ’

O/
O F 2N
F
“ CN \O\/\OH F ¢ o
N F N7
2 S U e
© \/\Si/

[N

O composto do titulo foi sintetizado por meio dos métodos usa-
dos no exemplo 12 etapa 2 usando 4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-
metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila (exemplo 30, etapa 1) e 2-(4,4-difluor-piperidinil-1-if)etanol. Este



10

15

20

25

80

proporciona um produto bruto que foi purificado por cromatografia instanta-
nea em silica-gel eluindo com 1:1 acetato de etila : hexano para proporcionar
o produto como um sdlido esbranquigado (90 % de rendimento).
LC/MS: TR = 2,33 min; m/z = 608,610 [M + H]". Tempo de operagéo total
3,75 min.
Etapa 4
4-(2-Cloro-4,5-dimetdxi-fenil)-2-[2-(4,4-diflGor-piperidin-1-il)-etdxi]-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
o~ -
(ONG O
c Cl . C CN

F NZ _ F NZ
\O\/\O)\\N l ':LONS!\/ \O\/\O)\\N l {:‘T

O composto do titulo foi produzido por meio do método do e-
xemplo 1 etapa 5. Desta maneira, 4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-[2-(4,4-
diflGor-piperidin-1-il)-etoxi]-7-(2-trimetilsililanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina-5-carbonitrila foi reagida com TBAF e etileno diamina em THF
para proporcionar um produto bruto que foi purificado por cromatografia ins-
tantdnea em silica-gel, eluindo com gradiente de 1 a 5 % de metanol em di-
clorometano para proporcionar o produto como solido esbranquigado. (39 %
de rendimento).
LC/MS: TR = 1,646 min; m/z = 478, 480 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min. |
'H RMN (d¢ DMSO): & 1,87 - 2,00 (m, 4H); 2,59 - 2,68 (m, 4H); 2,83 (brt, 2H,
J = 5,3 Hz); 3,74 (s, 3H); 3,86 (s, 3H), 4,46 (brt, 2H, J = 5,3 Hz); 7,13 (s, 1H),
7,19 (s, 1H); 8,37 (s, 1H); 13,02 (brs, 1H). |

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 32
4-(4,5-Dimetdxi-fenil)-2-[2-(4,4-diflGor-piperidin-1-il)-etoxi]-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila
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Este composto foi produzido por meio dos caminhos delineados
no esquema 2 e esquema 4, utilizando os métodos dos exemplos 2, 12 e 31,
usando acidos borénicos apropriados durante o acoplamento e alcoois du-
rante a remocao de suifona. O produto final foi purificado por cromatografia
instantanea em silica-gel eluindo com gradiente de 0 a 5 % Metanol em di-
clorometano para proporcionar o produto como sélido esbranquigcado.
LC/MS: TR = 1,583 min; m/z = 444 [M + H]". Tempo de operagado total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): & 1,88 - 2,00 (m, 4H); 2,59 - 2,65 (m, 4H); 2,82 (t, 2H, J
= 5,6 Hz); 3,85 (s, 3H); 3,89 (s, 3H), 4,48 (t, 2H, J = 5,6 Hz); 7,14 (d, 1H, J =
8,7 Hz), 7,46-7,51 (m, 2H); 8,42 (s, 1H); 12,99 (brs, 1H). ‘
Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio dé polarizacdo em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 33
2-[2-(3,3-diflaor-pirrolidin-1-il)-etéxil-4-(3,4-dimetoxi-fenil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

SN

£ F CN
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Este composto foi produzido por meio dos caminhos delineados

no esquema 2 e esquema 4, utilizando os métodos dos exemplos 2, 12 e 31,

usando acidos borénicos apropriados durante o acoplamento e alcoois du-

rante a remocao de sulfona. O produto final foi purificado por HPLC Prep (pH

4) para proporcionar um sélido incolor.
LC/MS: TR = 1,736 min; m/z = 430 [M + H]*. Tempo de operacgéo total 3,75
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min.

'H RMN (d¢ DMSO): § 2,17 - 2,28 (m, 2H); 2,80 (t, 2H, J = 6,8 Hz); 2,88 (t,

3H, J = 5,6 Hz); 3,00 (t, 2H, J = 13,5 Hz); 3,85 (s, 3H); 3,90 (s, 3H); 4,47 (t,

2H, J = 5,6 Hz); 7,14 (s, 1H); 7,46-7,51 (m, 2H), 8,42 (s, 1H), 13,00 (brs 1H).
Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polariza¢gédo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 34

4-(3,4-Dimetoxi-fenil)-2-[2-(3(S)-fluor-pirrolidin-1-il)-etoxi}-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

| ’ quiral

Este composto foi produzido por meio dos caminhos delineados
no esquema 2 e esquema 4, utilizando os métodos dos exemplos 2, 12 e 31,
usando acidos bordnicos apropriados durante o acoplamento e alcoois du-
rante a remocao de sulfona. O produto final foi purificado por cromatografia
instantanea em silica-gel eluindo com gradiente de 0 a 5 % Metanol em di-
clorometano para proporcionar o produto como sélido branco.
LC/MS: TR = 1,474 min; m/z = 412 [M + H]". Tempo de operagao total 3,75
min.
'H RMN (ds DMSO): & 1,78 - 1,94 (m, 1H), 2,02 - 2,21 (m, 1H), 2,35 - 2,47
(m, 1H); 2,63 - 2,75 (m, 1H), 2,80 - 2,95 (m, 4H), 3,85 (s, 3H), 3,90 (s, 3H),
4,47 (t, 2H, J = 5,8 Hz); 5,49 (dm, 1H); 7,14 (d, 1H, J = 8,3 Hz); 7,49 (m, 2H),
8,42 (s, 1H); 13,01 (brs, 1H). _

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 35
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-[2-(3(S)-fluor-piperidin-1-il)-etoxi]-7H-
pirrolo{2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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Este composto foi produzido por meio dos caminhos delineados
no esquema 2 e esquema 4, utilizando os métodos dos exemplos 2, 12 e 31,
usando acidos borénicos apropriados durante o acoplamento e alcoois du-
rante a remocéo de sulfona. O produto final foi purificado por cromatografia
instantdnea em silica-gel eluindo com gradiente de 3 a 5 % Metanol em di-
clorometano para proporcionar o produto como sélido branco.
LC/MS: TR = 1,502 min; m/z = 446 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.
'"H RMN (dg DMSO): § 1,76 - 1,93 (m, 1H), 2,04 - 2,19 (m, 1H), 2,40 (m, 1H),
2,62 - 2,77 (m, 1H), 2,80 - 2,88 (m, 4H), 3,79 (s, 3H), 3,86 (s, 3H), 4,46 (t,
2H, J = 5,8 Hz); 5,20 (dm, 1H); 7,13 (s, 1H), 7,18 (s, 1H), 8,35 (s, 1H); 13,00
(brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 36
2-[2-(3,3-difluor-pirrolidin-1-il)-etoxi]-4-(2-Cloro-3,4-dimetoxi-fenil)-7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

Este composto foi produzido por meio dos caminhos delineados
no esquema 2 e esquema 4, utilizando os métodos dos exemplos 2, 12 e 31,
usando acidos bordnicos apropriados durante o acoplamento e alcoois du-
rante a remogao de sulfona O produto final foi purificado por cromatografia

instantanea em silica-gel eluindo com gradiente de 0 a 3 % metanol em di-
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clorometano para proporcionar o produto como sdlido branco.
LC/MS: TR = 1,816 min; m/z = 464 [M + H]*. Tempo de operacéo total 3,75
min.
'H RMN (d¢ DMSO): § 2,17 - 2,28 (m, 2H); 2,80 (t, 2H, J = 6,7 Hz); 2,88 (t,
3H, J = 5,6 Hz); 2,99 (t, 2H, J = 13,4 Hz); 3,74 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 4,40 {t,
2H, J = 5,6 Hz); 7,14 (s, 1H); 7,18 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 13,00 (brs 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 37
4-(2-Cloro-4-ciano-5-metdxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

Etapa 1
4-Amino-5-cloro-2-metoxibenzamida
o H
o 0.0 OsNH,
0 >s
~ H,N" " NH, o
—_—
Cl al
NH, NH

2

Acido 4-amino-5-cloro-2-metoxibenzéico (comercialmente dispo-
nivel) (600 mg, 2,98 mmols) foi adicionado a sulfamida (715 mg; 7,44 mmols,
2,5 equiv) e a mistura foi depois dissolvida em piridina (2,9 ml) e aquecida
sob atmosfera de nitrogénio durante 2,5 horas. A mistura de reagéo foi dei-
xada esfriar para a temperatura ambiente e a piridina foi removida in vacuo.
Os solidos resultante foram lavados com 10 % MeOH em diclorometano.
Filtrados e secados para proporcionar um sélido cremoso 550 mg; 92 %.

Etapa 2
4-Amino-5-cloro-2-metoxibenzonitrila
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CN

cl cl
NH, NH,

4-Amino-5-cloro-2-metoxibenzamida foi adicionada em acetoni-

trila) e POCl; (excesso) foi adicionado na suspensdo resultante e esta mistu-

ra aquecida para 80 °C durante 3 horas (a mistura de reagéao ficou homogé-

nea apos 1,5 hora). A mistura de reacao foi deixada esfriar para a tempera-

5 tura ambiente, depois despejada em agua gelada. Apds agitagao durante 2
horas um soélido amarelo foi extraido por filtragdo, este foi secado durante a

noite em 50 °C.

Etapa 3
4-lodo-5-cloro-2-metoxibenzonitrila
9N ONg
NH, ,
10 O composto do titulo foi produzido por meio do método do e-

xemplo 22 etapa 3 (diazotizagdo e extingdo com solugdo aquosa de iodo /
iodeto de sédio).

Etapa 4
4-(2-Cloro-4-ciano-5-metoxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-

15  etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

CN

Cl

O composto do titulo foi preparado por meio do método do e-

xemplo 26 etapa 1 (formagado de acido borédnico e subseqiente acoplamento
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cruzado).

LC/MS: TR = 2,884 min; m/z = 486, 488 [M + H]". Tempo de operacéo total
3,75 min.

Etapa 5 _
4-(2-Cloro-4-ciano-5-metdxi-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-

etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

CN
o\ CN
O\
Cl CN N
—_— CN
X, A\
~ N
S N \_ ﬁ ~ /k\ | N
0 Si— /'/S\‘ N \_ /\\
7\ o O 0 g—
7\

O composto do titulo foi preparado por meio do método do e-

xemplo 22 etapa 1 (oxidagdo com mcpba).

Etapa 6
4-(2-Cloro-4-ciano-5-metdxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila
N .

s7 N” N
&o L)
7\

O composto do titulo foi preparado usando o caminho delineado

no esquema 4, e os métodos do exemplo 19 (remogéao de sulfona) e exem-
plo 1 etapa 5 (desprotegéao). _

LC/MS: TR = 1,75 min; m/z = 457 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.
'H RMN (d¢ DMSO): & 1,02 (t, 6H, J = 7,1 Hz); 2,72-2,81 (brm, 4H); 2,94-
3,03 (brm, 4H), 3,26-3,37 (brm, 4H); 3,96 (s, 3H); 7,56 (s, 1H); 8,19 (s, 1H),
8,51 (s, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.
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Exemplo 38
2-[5-Ciano-4-(4-fluor-2-metil-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil]-N-

metil-acetamida

CN
N/

H | N
Ay
(o]

O composto do titulo foi preparado usando os métodos delinea-
5 dos no exemplo 12, exemplo 19, e o caminho delineado no esquema 2 e
esquema 4.
LC/MS: TR = 2,01 min; m/z = 356 [M + H]*. Tempo de operacéo total 3,75
min.
Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagéo em

10 fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 39
Amida de acido 4-(2,4-Dimeti-feniI)-7H-pirroIo[2,3-d]pifimidina-5-carboxilico

Etapa 1
Amida de acido 4-(2,4-Dimeti-fenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico

NH, Q
N/ \ —— NH2
N | N |\ll\/ [
" O - NN
Si
/\
15 Amida de acido 4-(2,4-dimetil-fenil)-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-

7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico (exemplo 9 etapa 8) foi desprotegido
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usando o método do exemplo 1 etapa 5. Desta maneira, a reagdo com TBAF

e etilenodiamina em THF proporcionou o produto bruto que foi purificado por

HPLC preparativa (pH 4) para fornecer o composto do titulo como solido in-

color.

LC/MS: TR = 1,987 min; m/z = 267 [M + H]". Tempo de operacéo total 7,5

min.

'"H RMN (ds DMSO): & 1,91 (s, 3H); 2,33 (s, 3H); 6,81 (brs, 1H); 7,05 (d, 1H,

J=7,7Hz); 7,07 (s, 1H); 7,12 (d, 1H, J = 7,7 Hz); 7,97 (s, 1H); 8,83 (s, 1H).
Este composto tinha atividade ‘C’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 40
Amida de &cido  4-(4-flior-2-meti-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carboxilico

o) composto do titulo foi sintetizado pelos caminhos delineados

no esquema 2, utilizando os métodos do exemplo 2 e exemplo 39.

Etapa 1
Amida de acido 4-[(2-metil-4-flior-fenil]-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-

etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico
F

2 (0]
Cl NH,
_ NH,
/L | N N7 | N\
s N N /I\\
\/O\/\ d s N N\/O

| I~

Amida de 4cido  4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carboxilico (exemplo 2, etapa 3) foi

acoplada por cruzamento com acido 4-flior-2-metilfenil borénico, por meio
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do método do exemplo 2 etapa 5. Isto proporcionou o produto bruto que foi
purificado por cromatografia instantdnea em silica-gel, eluindo com 20 a 65
% acetato de etila em hexano (gradiente); proporcionando composto do titulo
como 6leo incolor (30 % de rendimento).

LC/MS: TR = 2,676 min; m/z = 447 [M + H]". Tempo de operacéo total 3,75
min.

Etapa 2

Amida de 4acido  4-(4-flior-2-meti-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carboxilico
F

o)
NH, o)
/’\L/ I \ —eee i NH2
~ N= N\
~s” "N~ N |
\_-O —_ /k\
\/\Si< s” N7 N

O composto do titulo foi preparado usando os métodos do e-
xemplo 1 etapa 5. Desta maneira, a reagdo com TBAF e etilenodiamina em
THF proporcionou o produto bruto que foi purificado por cromatografia ins-
tantanea em silica-gel, eluindo com 0 a 4 % de metanol em diclorometano
(gradiente) proporcionou o composto do titulo como um sélido incolor.
LC/MS: TR = 1,920. min; m/z = 317 [M + H]*. Tempo de operacéo total 3,75
min.

'H RMN (ds DMSO): & 2,56 (s, 3H); 6,68 (brs, 1H); 6,98 - 7,11 (m, 3H); 7,19-
7,24 (m, 1H); 7,84 (d, 1H, J = 2,3 Hz).

Este composto tinha atividade ‘C’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 41
4-(Dicloro-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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O composto do titulo foi produzido por meio do caminho delinea-
do no esquema 2 e os métodos do exemplo 2. Desta maneira, 4-cloro-2-
metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila foi reagida com acido 2,4 diclorofenil borénico e o produto resul-
tante desprotegido com TBAF e etileno diamina em THF. O produto final foi
purificado por HPLC Preparativa (pH 4) para proporcionar o composto do
titulo como um sdlido esbranquigado.

LC/MS: TR = 2,511 min; m/z = 335, 337 [M + H]". Tempo de operagio total
3,75 min.
'H RMN (ds DMSO): & 2,58 (s, 3H); 7,62 (m, 2H); 8,86 (m, 1H); 8,49 (s, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 42
4-(2-Cloro-4-ciano-5-metdxi)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
CN
OMe
cl =N
Qe
NS
s” °N H

4-(2-Cloro-4-ciano-5-metdxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 37
etapa 4) foi desprotegida por meio do método do exemplo 1 etapa 5. A puri-
ficagdo por cromatografia instantanea em silica-gel eluindo 20-50 % acetato
de etila em hexano para proporcionar o produto como um solido.
LC/MS: TR = 2,33 min; m/z = 356 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
min.
'"H RMN (dg¢ DMSO): § 2,59 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 7,54 (s, 1H); 8,19 (s, 1H);
8,51 (s, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizacao em

fluorescéncia descrito abaixo.
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Exemplo 43
4-(2,3-Dihidro-benzo[1,4]dioxin-6-il)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

O composto do titulo foi produzido por meio do caminho delinea-
5 do no esquema 2 e os métodos do exemplo 2. Desta maneira, 4-cloro-2-
metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila foi reagida com acido 1,4-benzodioxano-6-borénico e o produto
resultante desprotegido com TBAF e etilenodiamina em THF. O produto final
foi purificado por cromatografia instantanea em silica-gel, eluindo 1:1 acetato
10 de etila em hexano para proporcionar o composto do titulo como um sdlido.
LC/MS: TR = 2,26 min; m/z = 325 [M + H]". Tempo de operagdo total 3,75
min. . |
'H RMN (d¢ DMSO): § 2,58 (s, 3H); 4,30 - 4,37 (m, 4H); 7,03 (dd, 1H, J =71,
1,3 Hz);7,39 (s, 1H); 7,40 (dd, 1H, J = 7,1, 2,4 Hz).
15 Este composto tinha atividade ‘C’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 44
4-(Dimetdxi-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

O composto do titulo foi produzido por meio do caminho delinea-

20 do no esquema 2 e os métodos do exemplo 2. Desta maneira, 4-cloro-2-
metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila foi reagida com acido 3,4- dimetoxifenil borénico e o produto re-
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sultante desprotegido com TBAF e etilenodiamina em THF. O produto final
foi purificado por cromatografia instantdnea em silica-gel, eluindo 1:1 acetato
de etila em hexano para proporcionar o composto do titulo como um sélido.
LC/MS: TR = 2,17 min; m/z = 327 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.
'"H RMN (ds DMSO): § 2,60 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 3,89 (s, 3H); 7,15 (d, 1H, J
= 8,4 Hz); 7,46-7,51 (m, 2H); 8,50 (s, 1H).

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 45
4-[2-Cloro-5-(2-dietilamino-etdxi)-4-metoxi-fenil]-2-isopropilsulfanil-7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

Etapa 1
5-Bromo-2-metdxi-fenol

S~ o0 o

Br Br
A uma solucdo de 5-Bromo-2-metéxi-benzaldeido (15 g, 69,8
mmols) em CHCl, (200 ml), nCPBA (19,0 g, 82,4 mmols) foi adicionado e a
mistura resultante agitada em TR durante 48 h. Esta foi depois dividida entre
CH.Cl, (150 ml) e solucdo saturada NaHCOj; (400 mi). A fase organica foi
secada (Na,SO,) e evaporada in vacuo. O residuo foi depois dissolvido em
um minimo de EtOAc e passado através da um tampao de SiO; e lavagem

através de mais EtOAc. O filtrado foi evaporado in vacuo e re-dissolvido em
MeOH (50 ml). 1M solugdo de LiOH aqg. (50 ml) foi adicionada e a mistura
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agitada durante 10 min. 2M HCI (aq) foi depois adicionado cautelosamente
para acidificar a mistura de reagdo para pH 6-7. Esta foi extraida com EtOAc
(3 x 100 ml) e os organicos combinados secados (Na>SO,) e evaporados in
vacuo. O produto bruto resultante foi purificado por cromatografia instanta-
nea em SiO; eluindo com Hexano depois 10 % EtOAc/Hexano para propor-
cionar o composto do titulo como um soélido branco, 10,21 g, 72 %.

LC/MS: TR = 2,11 Min; m/z = 201, 203 [M-H]. Tempo de operagao total 3,75

min.

Etapa 2
5-Bromo-4-cloro-2-metoxi-fenol
\0 \O
o 0
o]
Br Br

A urha solugdo de 5-Bromo-2-metodxi-fenol (10,08 g, 49,66
mmols) em MeCN (110 ml), TFA (1,15 ml, 14,9 mmols) e NCS (7,29 g, 54,63
mmols) foram adicionados sequencialmente e a mistu_ra' resultante agitada
em TR durante 16 h. Esta foi depois dividida entre EtOAc (200 ml) e salmou-
ra (400 ml). A fase organica foi secada (Na,SO,) e evaporada in vacuo. O
produto bruto resultante foi purificado por cromatografia instantanea em SiO.
eluindo com Hexano depois 10 % EtOAc/Hexano para proporcionar 0 com-
posto do titulo como um sélido branco, 10,5 g, 89 %.
LC/MS: TR = 2,28 Min; m/z = 235, 237 [M-H]. Tempo de operagao total 3,75
min.
Etapa 3
1-Bromo-2-cloro-4-metoxi-5-metoximetoxi-benzeno

~
OH
v o\/o\
Cl cl
Br Br

A uma solugdo de 5-Bromo-4-cloro-2-metoxi-fenol (1,0 g, 4,21
mmols) em dimetoximetano (28 ml) e CHCIs (28 ml) a 0 °C sob N, P.Os (5,68
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g, 40 mmols) foi adicionado de uma vez. Apés 5 min. a reacao foi deixada
aquecer para a TR. A mistura de reagao foi depois despejada em gelo e ex-
traida com CH.Cl, (2 x 50 ml). As fases organicas combinadas foram seca-
das (Na;SQ,) e evaporadas in vacuo. O produto bruto resultante foi purifica-
do por cromatografia instantanea em SiO, eluindo com Hexano-10 % EtO-
Ac/Hexano (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como um soli-
do branco, 1,03 g, 87 %. -

LC/MS: TR = 2,57 Min; no mass detected. Tempo de operagéo total 3,75
min.

Etapa 4
4-(2-Cloro-4-meto6xi-5-metoximetdxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-

etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 2 e por meio dos métodos dos exemplos 2 e 22, usando 1-Bromo-
2-cloro-4-metoxi-5-metoximetoxi-benzeno e  4-cloro-2-metilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila na etapa
apropriada (acoplamento cruzado).

LC/MS: TR = 2,84 Min; m/z = 521, 523 [M + H]*. Tempo de operacéo total
3,75 min.

Etapa 5

4-(2-Cloro-4-metoxi-5-metoximetoxi-fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 4 e por meio dos métodos do exemplo 12 (etapa 1), usando 4-(2-
Cloro-4-metdxi-5-metoximetodxi-fenil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila.
LC/MS: TR = 2,62 Min; m/z = 553, 555 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.
Etapa 6
4-(2-Cloro-4-metoxi-5-metoximetoxi-fenil)-2-isopropilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

o~ o~
O\/O\ )\ O\/O\
SH
Cl CN Cl CN
\S)\\N I N - éi\ S/k\N N /\/S'\\
07, \\O/\/ \ o

O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 4 e por meio dos métodos do exemplo 12 etapa 2, usando 4-(2-
Cloro-4-met()xi-5-metoximet()xi-feniI)-2-metanossulfonil-?-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila na etapa apropriada (re-
mog¢ao nucleofilica).
LC/MS: TR = 2,96 Min; m/z = 549, 551 [M + H]*. Tempo de operagéo total -
3,75 min.

Etapa 7
4-(2-Cloro-5-hidréxi-4-metdxi-fenil)-2-isopropilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-

etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila
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4-(2-Cloro-4-metoxi-5-metoximetoxi-fenil)-2-isopropilsulfanil-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (94 mg, 0,17
mmol), p-toluenossulfonato de piridinio (9 mg, 0,034 mmol) e 'PrOH foram
combinados sob N, e aquecidos em 85 °C durante 5 h. A reacgao foi deixada
esfriar e dividida entre EtOAc (20 mi) e salmoura (20 ml). A fase orgénica foi
secada (Na,SO,) e evaporada in vacuo. O produto bruto resultante foi purifi-
cado por cromatografia instantdnea em SiO. eluindo com Hexano-30 % E-
tOAc/Hexano (gradiente) para. proporcionar o composto do titulo como um
sélido branco, 85 mg, 99 %.
LC/MS: TR = 2,86 Min; m/z = 505, 507 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.
Etapa 8
4-[2-Cloro-5;(2-dietilamino-etéxi)-4-metc’>xi-feniI]-2-isopropiIsquaniI-7-(2—
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3d]pirimidina-5-carbonitrila

7~

(0] O/
OH /\/(N—/ O\/\NJ
cl CN Br . HBr cl N )
N/
e \ NN
)\s)\N N\\ /\}'\\ )\s)\\N | N \i\\
© (0)

O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 5 e por meio dos métodos do exemplo 26 etapa 1, usando 4-(2-
Cloro-5-hidroxi-4-metdxi-fenil)-2-isopropilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-
etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila e  (2-bromo-etil)-dietil-
amina na etapa apropriada (alquilagao).
LC/MS: TR = 2,37 Min; m/z = 604, 606 [M + H]*. Tempo de operagéo total
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3,75 min.

Etapa 9
4-[2-Cloro-5-(2-dietilamino-etoxi)-4-metoxi-fenil]-2-isopropilsulfanil-7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

(o} v
(o)
O\/:"\IJ O\/\NJ
cl CN . cl N )
N/
LIy QR
NS L.
PSS { K AL
5 O composto do titulo foi preparado pelos métodos do exemplo 1

etapa 5 usando 4-[2-Cloro-5-(2-dietilamino-etdxi)-4-metoxi-fenil]-2-
isopropilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3d]pirimidina-5-
carbonitrila e TBAF / etilenodiamina em THF.
LC/MS: TR = 1,90 Min; m/z = 474, 476 [M + H]*. Tempo de operagéo total
10 3,75 min.
'H RMN (ds DMSO): & 0,96 (t, 6H, J = 7,1 Hz); 1,41 (d, 6H, J = 6,8 Hz); 2,58
(9, 4H, J = 7,1 Hz), 2,84 (t, 2H, J = 6,0 Hz); 3,86 (s, 3H), 3,94 (sept, 1H, J =
6,8 Hz); 4,06 (t, 2H, J = 6,0 Hz); 7,18 (s, 1H), 7,19 (s, 1H); 8,43 (s, 1H); NH
nao observado.
15 Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 46
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-(2-dietilamino-etanossulfinil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-5-carbonitrila

o

Cl CN

O
ey

20 _ A uma solugdo de 4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-(2-dietilamino-
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etilsulfanil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 30) (30 mg,
0,067 mmol) em MeCN a 0 °C, complexo MeCN:BF; (0,85 ml, 16 % BFz em
MeCN)) foi adicionado por gotejamento. Uma solugcdo de mCPBA (15 mg,
~0,067 mmol) em MeCN (0,5 ml) foi depois adicionada lentamente e a rea-
cao deixada aquecer para a TR. Apds 1 h a mistura de reagéo foi dividida
entre EtOAc (15 ml) e solucdo de tiossulfato de sédio (15 ml). A fase orgéani-
ca foi lavada com solugdo saturada NaHCOj; (15 ml) secada (Na>SQOy) € e-
vaporada in vacuo. O produto bruto resultante foi purificado por HPLC prepa-
rativa para proporcionar o composto do titulo como um sdlido branco, 2 mg,
6 %.
LC/MS: TR = 1,54 Min; m/z = 462, 464 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 47
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-metanossulfinil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
O/
O\
N7 | N\
NS
\S)\N H

A uma solugdo de 4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-metilsulfanil-
7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 29) (50 mg, 0,139 mmol)
em CHxCl, a 0 °C uma solugdo de mCPBA (31 mg, ~0,139 mmol) em CHgCIé
(2,5 ml) foi adicionada e a reagao deixada aquecer para a TR. A mistura de
reacdo foi depois dividida entre CH.Cl, (2 x 15 ml) e solugédo de tiossulfato
de sodio (15 ml). A fase organica foi lavada com solugdo saturada NaHCO3
(15 ml), secada (Na,SQ,) e evaporada in vacuo. O produto bruto resultante
foi purificado por cromatografia instantanea em SiO, eluindo com CH2Clz - 5
% MeOH/ CH,Cl, (gradiente) para proporcionar o composto do titulo como
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um sélido branco, 27 mg, 52 %.
LC/MS: TR = 1,81 Min; m/z = 377, 379 [M + H]". Tempo de operacéao total
3,75 min.
'H RMN (ds DMSO): § 2,94 (s, 3H); 3,81 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 7,24 (s, 1H);
7,25 (s, 2H); 8,77 (s, 1H); 13,8 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em

fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 48
4-(2-Cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-metanossulfonil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila

O composto do titulo foi preparado pelo caminho delineado no
esquema 4 e por meio dos métodos do exemplo 12 (etapa 1), usando 4-(2-
cloro-4,5-dimetdxi-fenil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-
carbonitrila (exemplo 29) na etapa apropriada (oxidacao).
LC/MS: TR = 1,97 Min; m/z = 393, 395 [M + H]*. Tempo de operagéo total
3,75 min.
'H RMN (ds DMSO): & 3,49 (s, 3H); 3,87 (s, 3H); 3,89 (s, 3H); 7,26 (s, 1H);
7,27 (s, 2H); 8,90 (s, 1H); 14,0 (brs, 1H).

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.
Exemplo 49
Ester etilico de acido (4-{2-cloro-5-[2-(3,3-diflGor-pirrolidin-1-il)-etdxi]-4-meto-

xi-fenil}-5-ciano-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil)-acético.



Etapa 1
Ester ettilico de acido [4-(2-cloro-4-metdxi-5-metoximetoxi-fenil)-5-ciano-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil]-acético.

O/ (0]
O\/O\ O\/o\
ol N cl —N
L .
NP N
o, J | | om/\s/k\N
I 0
O ;

)

-
|

N2 o
N—Z o

O composto do titulo foi preparado pelos caminhos delineados
5 no esquema 2 e 4 e por meio dos métodos do exemplo 12 (etapa 2), usando
tioglicolato de etila, hidreto de sédio e 4-(2-cloro-4-metoxi-5-metoximetoxi-
fenil)-2-metanossulfonil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina-5-carbonitrila (exemplo 45, etapa 6). O produto bruto resultante
foi purificado por cromatografia instantdnea em SiO: eluindo com Hexano
10  depois 30 % EtOAc/Hexano para proporcionar o composto do titulo como um
Oleo, 240 mg, 81 %.
LC/MS: TR = 2,82 Min (270nm); m/z = 593, 595 [M + H]*. Tempo de opera-
¢ao total 3,75 min (pos curto).
Etapa 2 ‘
15 Ester etilico de é&cido [4-(2-cloro-5-hidroxi-4-metdxi-fenil)-5-ciano-7-(2-
trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil]-acético.
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O composto do titulo foi preparado por meio dos métodos do
exemplo 45 etapa 7, usando éster ettilico de acido [4-(2-cloro-4-metoxi-5-
metoximetdxi-fenil)-5-ciano-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidin-2-ilsulfanil]-acético e p-toluenossulfonato de piridina na etapa a-
propriada (desprotegdo MOM). Apds uma preparagdo aquosa completa o
composto do titulo foi isolado como uma espuma colorida cremosa € usado
sem mais purificacao, 172 mg, 81 %.

LC/MS: TR = 2,73 Min (270nm); m/z = 549, 551 [M + H]*. Tempo de opera-
¢ao total 3,75 min (pos curta).

Etapa 3
Ester etilico de 4cido [4-{2-cloro-5-[2-(3,3-diflGor-pirrolidin-1-il)-etoxi]-4-
metdxi-fenil}-5-ciano-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-

2-ilsulfanil]-acético.

o~ o~
OH O\/\N F
i)
Cl =N Cl =N
N/ N/ \
PN E 0 10 )
\ﬂ/\s N -0 \ﬂ/\s N \-o ~
O \/\lsli (0] \/\/Si\

A uma solugdo de composto 2 (164 mg, 0,298 mmol) em THF (5
ml) foi adicionada trifenilfosfina (118 mg, 0,448 mmol) e 2-(3,3-difldor-
pirrolidin-1-il)-etanol (preparado tal como para 2-(4,4-diflior-piperidinil)-etanol
exemplo 32 etapa 1 e 2) (68 mg, 0,448 mmol). A reagéo foi agitada em TR
durante 15 min e depois esfriada para 0 °C. Diisopropil azodicarboxilato (91
mg, 0,448 mmol) em THF (3 ml) foi adicionado por gotejamento e apos adi-

¢do a reacdo foi deixada para alcangar a TR durante 15 min. A mistura de
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reacao foi agitada 18 h em TR e depois dividida entre EtOAc e agua. A ca-
mada orgéanica foi separada e a aquosa extraida com uma outra porgéo de
EtOAc e estas camadas organicas combinadas foram lavadas sucessiva-
mente com solugdo de bicarbonato de sédio saturada e solugéao de salmoura
saturada. Os organicos foram secados (Na>SO,) e evaporados in vacuo. O
produto bruto resultante foi purificado por cromatografia instantanea em SiO»
eluindo com 30 % EtOAc/Hexano — 50 % EtOAc/Hexano (gradiente) para
proporcionar o composto do titulo como um dleo, 120 mg, 60 %.

LC/MS: TR = 2,79 Min (270 nm); m/z = 682, 684 [M + H]*. Tempo de opera-
¢éo total 3,75 min (pos curta).

Etapa 4
Ester etilico de A&cido (4-{2-cloro-5-[2-(3,3-difluor-pirrolidin-1-il)-et6xi]-4-
metoxi-fenil}-5-ciano-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil)-acético.

o~ o~
O\/\N F O\/\N F
Q<F O<F
c =N Cl =N
N/ N/
\| N \ IR
SN / PPN
T LT e

O composto do titulo foi preparado por meio do método do e-

xemplo 1 etapa 5, usando éster etilico de acido [4-{2-cloro-5-[2-(3,3-difluor-
pirrolidin-1-il)-etdxi]-4-metdxi-fenil}-5-ciano-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil]-acético, solugdo de fluoreto de tetrabutil
amonio a 1M e 1,2-diaminoetano em THF. O produto bruto resultante foi pu-
rificado por cromatografia instantanea em SiO; eluindo primeiro com 50 %
EtOAc/Hexano e depois 50 % EtOAc/DCM para proporcionar o composto do
titulo como um sdlido amarelo claro, 30 mg, 31 %. '
LC/MS: TR = 2,12 Min (270 nm); m/z = 552, 554 [M + H]*. Tempo de opera-
cao total 3,75 min (pos curta).
'H RMN (ds MeOH): & 1,15 (t, 3H); 2,15 - 2,27 (septeto, 2H); 2,82 - 2,91 (m,
4H); 3,04 (t, 2H); 3,88 (s, 3H); 4,01 (s, 2H); 4,08 - 4,16 (m, 4H); 7,09 (s, 1H);
7,11 (s, 1H); 8,07 (s, 1H) NH nao observado.

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
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fluorescéncia descrito abaixo.

Exemplo 50
Acido (4-{2-cloro-5-[2-(3,3-diflGor-pirrolidin-1-il)-etdxi]-4-metoxi-fenil}-5-ciano-

7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilsulfanil)-acético.

O/
O\/\D<F
E
cl —N
N~ | N\
HO X

0

A uma solucdo de éster etilico de acido (4-{2-cloro-5-[2-(3,3-
diflior-pirrolidin-1-il)-etoxi]-4-metoxi-fenil}-5-ciano-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-
2-ilsulfanil)-acético, (20 mg, 0,0362 mmol) em MeOH (1 ml) foi adicionado
KOH (8 mg, 0,145 mmol) em agua (1 ml) e a reagéo foi submetida a refluxo
durante 1,5 h. A reacéo foi esfriada para a TR e concentrada in vacuo. O
residuo foi dissolvido na quantidade minima de agua e cuidadosamente aci-
dificado para pH 4 usando HCI a 2M. A solugcdo aquosa resultante foi extrai-
da com EtOAc (3 x 10 ml) e os extratos combinados foram lavados com so-
lugdo de salmoura saturada, secada (Na,SO4) e concentrada in vacuo para
proporcionar o composto do titulo como um sélido branco, 15,5 mg, 82 %.
LC/MS: TR = 1,77 Min (270 nm); m/z = 524, 526 [M + H]*. Tempo de opera-
cdo total 3,75 min (pos curta).

'H RMN (ds MeOH): § 2,29 - 2,41 (septeto, 2H); 3,01 - 3,09 (m, 4H); 3,23 (t,
2H); 3,98 (s, 3H); 4,09 (s, 2H); 4,25 (t, 2H); 7,19 (s, 1H); 7,21 (s, 1H); 8,15 (s,
1H); NH e OH néo observado. |

Este composto tinha atividade ‘A’ no ensaio de polarizagao em
fluorescéncia descrito abaixo.

Outros compostos da invengdo séo listados na tabela 1. Estes
compostos sdo produzidos por meio dos caminhos delineados nos esque-
mas de 1 a 5 e utilizando os métodos delineados no exemplos de 1 a 50.
Tabela 1
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TEMPO DE
_ M +
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO ATIVIDADE
HI*
(Min.)
469,
51 2,85 B
471
52 2,18 558 B
o~
O\
N
53 // 1,537 396 B
. K Nl X A\
\/N\/\ /k Z =N
Cl
0
N
aa1,
54 Cl /i , 2,72 B
XN 443
N A\
|
=
\S/kN ”
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TEMPO DE
_ M +
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO ATIVIDADE
HJ*
(Min.)
55 2,28 322 B
O/ l
(0]
56 Cl /i 1,59 430 A
PN
NN N N
O/ |
o)
N
cl llf
57 1,95 456 A
3 S
—
SRS
O/ |
(0]
Chiral N
cl /
58 / 1,65 446 A
N N\
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TEMPO DE
B M
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO . ATIVIDADE
H]
(Min.)
O/ |
O
N
cl I/l 444,
59 N 1,62 A
XS 446
/\N/\/\o N }l:l{
O/ |
(0]
N
cl i 458,
60 1,57 A
/INI\ j N 460
o)
O/ |
(0]
N
444,
61 Cl /i 1,54 A
. 446
62 2,05 473 A
63 1,66 455 A
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TEMPO DE
_ (M
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENGAO | ATIVIDADE
H]
(Min.)
64 1,84 494 A
65 1,53 446 A
O/
o) F
\/\N E
66 Cl =N 2,039 494 A
: 428,
67 1,64 A
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N .
474,
68 Cl /i 1,90 A
: 476
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TEMPO DE
B M
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO | ATIVIDADE
HI*
(Min.)
O/
O\,
N
cl /| 429,
69 1,60 B
( NZ | N 431
r N~ °N N
~o0
SN
N.
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N
N
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N™ N\
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TEMPO DE
. (M
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO - ATIVIDADE
HI*
(Min.)
0]
\/\[\D__F
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F
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- (M
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENGAO | ATIVIDADE
H]
(Min.)
o\
o)
N
Cl /i 345,
77 2,30 A
NZ A\ 347
|
\S)\\N H
o/
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e
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N
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N
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N
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N
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EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO r ATIVIDADE
(Min.)
O/
O\/\N/\
N
456,
82 Cl Vi 1,79 B
458
)\/NL/ | \
N
N
N™ H
o
o\
83 E Cl =N | 234 494 A
re PN s
N\/L 2
s~ °N u
O/
O\
N
423,
84 Cl /A 2,48 A
42
QO 5
s” SN u
o/
o\
N
430,
85 cl Vi 2,26 A
432
N\
S
~o
O\
N
7,
86 c v 2,34 0 A
409
guegs
NS
0 N




112

TEMPO DE

B (M
EXEMPLO | ESTRUTURA - RETENCAO " ATIVIDADE
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TEMPO DE
~ M +
EXEMPLO | ESTRUTURA RETENCAO ATIVIDADE
HJ*
(Min.)
o~
N
92 Cl /i 1,77 o5, A
N 517
a [
N
ALK,

*Atividade no ensaio de ligagao FP descrito abaixo

Exemplo 93
4-(1,3-Diidro-isoindol-2-carbonil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-

carbonitrila
:2 :Ni o}
CN
N/
| A\
\S)\\N N
Etapa 1
Acido 5-ciano-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-

d]pirimidina-4-carboxilico

|
cl CN 0.0 HO.___0O

NP { ~CN CN

N* =
A — YD — I
> \S N N \S \N N

o \_o
\_\ \/\S.

O\/\Si/ N
I\ | /s.\— /
4-Cloro-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila (100 mg, 0,282 mmol), trietilamina
(0,083 ml, 0,592 mmol), MeOH (0,16 ml, 3,93 mmols), 1,3-bis(difenilfosfino)
propano (96 mg, 0,23 mmol), Pd(OAc). (48 mg, 0,214 mmol) e DMF anidrico
(2 ml) foram combinados. CO foi depois borbulhado através da mistura du-

rante 2 min. A reagdo foi depois aquecida em 70 °C sob uma atmosfera de
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CO durante 4 h. A mistura de reagao foi dividida entre EtOAc (2 x 15 ml) e
solucédo saturada De NH,Cl (20 ml). As fases orgénicas combinadas foram
secadas (Na;SQ,) e evaporadas in vacuo para fornecer um dleo bruto. Este
foi purificado por cromatografia instantanea em silica-gel (20 g) eluindo com
Hexano-30 % EtOAc/Hexano (gradiente) para proporcionar o éster metilico
impuro como um 6leo amarelo. Este foi dissolvido em DMA (1 ml) e 2N Na-
OH (0,1 ml, 0,212 mmol) adicionado. Apés agitagdo durante 2 h em TR, &-
gua (15 ml) foi adicionada e a solugdo acidificada para pH 4-5 mediante a
adicdo cautelosa de 1N solugdo de HCI (aq). Esta foi extraida com EtOAc (3
x 20 ml), os organicos secados (Na,SQ,) e evaporados in vacuo para forne-
cer o composto do titulo como um dleo amarelo, 50 mg. LC/MS: TR = 2,50
Min; m/z = 365 [M + H]*. Tempo de operacéo total 3,75 min.

Etapa 2
4-(1,3-Diidro-isoindol-2-carbonil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-

7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-5-carbonitrila

y CN
N | \ N7
~ /l\\ N | \
® N \—o \S \N N
\__\ \—o
7 '\/ \js/
/7 \

Acido 5-ciano-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina-4-carboxilico (25 mg, ~0,05 mmol), isoindolina (0,106
mmol), HBTU (40 mg, 0,106 mmol), DIPEA (0,018 ml, 0,106 mmol) e DMA (1
ml) foram combinados sob N, e agitados em TR durante 1 h. A reagao foi

depois dividida entre EtOAc (2 x 15 ml) e solugcdo saturada NH4CI (20 ml). As

fases organicas combinadas foram secadas (Na,SO,) e evaporadas in va-
cuo. O produto bruto resultante foi purificado por cromatografia instantanea
em SiO; eluindo com misturas de hexano - acetato de etila (gradiente) para
proporcionar o composto do titulo como um éleo amarelo.

LC/MS: TR = 2,84 Min; m/z = 466 [M + H]*. Tempo de operagao total 3,75
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min.
Etapa 3
4-(1,3-Diidro-isoindole-2-carbonil)-2-metilsulfanil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-

5-carbonitrila

CN
CN
N AN -
\S)\\Nl AN N~ | \
‘ \\ \S)\\N N
O\\/S\i/ :
\

O composto do titulo foi preparado por meio dos métodos do
exemplo 1 etapa 5, usando solugdo de fluoreto de 4-(1,3-diidro-isoindol-2-
carbonil)-2-metilsulfanil-7-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidina-5-carbonitrila tetrabutil aménio 1M e 1,2-diaminoetano em THF.
LC/MS: TR = 2,19 Min; m/z = 336 [M + H]*. Tempo de operagéo total 3,75
min.

Este composto tinha atividade ‘B’ no ensaio de polarizagdo em
fluorescéncia descrito abaixo.

Ensaio de polarizacao em fluorescéncia

A polarizacdo em fluorescéncia {também conhecida como aniso-
tropia de fluorescéncia} mede a rotagdo de uma espécie fluorescente em
solugdo, onde quanto maior a molécula tanto mais polarizada a emissao de
fluorescéncia. Quando o fluoréforo for excitado com a luz polarizada, a luz
emitida também é polarizada. O tamanho molecular é proporcional & polari-
zac¢ao da emissao de fluorescéncia.

A sonda rotulada de fluorosceina -

-

N

Cl
HO (o]
SO
N\ o]

HO
~N
H N~
H
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se liga a HSP90 {HSP90 humano de comprimento total, de levedura de
comprimento total ou de dominio N-terminal} e a anisotropia {rotagao da
sonda:complexo de proteina} € medida.

0] composfo de teste é adicionado na placa de ensaio, deixado
se equilibrar e a anisotropia medida outra vez. Qualquer mudanga na aniso-
tropia é devido a ligagdo competitiva de composto para HSP90, desse modo
liberando a sonda.

Materiais

Os produtos quimicos sdo de pureza mais elevada comercial-
mente disponiveis e todas as solugdes aquosas sdo preparadas em éguav
AR. |

1)  Placa de ensaio preta de 96 reservatérios Costar #3915

2) Tamponante de ensaio de (a) 100 mM Tris pH 7,4; (b) 20
mM KCI; (c) 6 mM MgCl.. Armazenados em temperatura ambiente.

3) BSA (albumina de soro bovinb) 10 mg/ml (New England
Biolabs # B9001S)

4) 20 mM sonda em concentracdo de carga 100 % DMSO.
Armazenado no escuro em TR. A concentragdo operacional é de 200 nM
diluido em &gua AR e armazenado em 4 °C. Concentrag&o final no ensaio 80
o , _

5) Proteina HSP90 de comprimento total humana expressa E.
coli, purificada >95 % (vide, por exemplo, Panaretou et al., 1998) e armaze-
nada em aliquotas de 50 pl a -80 °C. |

Protocolo

1) Adicionar 100 pl de 1x tampao nos reservatérios 11A e 12A
(=FP BLNK) _

2) Preparar a mistura de ensaio — todos os reagentes séo
mantidos em gelo com uma tampa sobre a tina quano a sonte for sensivel a
luz. |

i. Conc" Final
o 1x Hsp90 FP Tampéo 10 ml 1x
o BSA 10 mg/ml (NEB) 5,0 pl 5 pg/ml
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o Sonda 200 yM 4,0 ui80 nM

o Hsp90 de comprimento total humano 6,25 pl 200
nM '

3) Aliquota 100 ul de mistura de ensaio para todos 0s outros
reservatorios

4) Lacrar a placa e deixar no escuro em temperatura ambien-
te durante 20 minutos para equilibrar

Placa de Diluicdo do Composto — 1 x 3 séries de diluigao

1) Em uma placa de fundo v com 96 reservatdrios transparen-
te — {# VWR 007/008/257} adicionar 10 pl 100 % DMSO nos reservatorios de
B1aHi1

2) Aos reservatorios de A1 a At1 adicionar 17,5 pl 100 %
DMSO ‘

3) Adicionar 2,5 ul cpd em A1. Isto fornece carga de 2,5 mM
{50x} cpd — adotando cpds 20 mM.

4) Repetir para os reservatérios de A2 a A10. Controle nas
colunas 11 e 12.

5) Transferir 5 yl da série A para a série B- sem a coluna 12.
Misturar satiSfatoriamente. _

6) Transferir 5 pl da série B para a série C. Misturar satisfato-

riamente.

7) Repetir para a série G.

8) Nao adicionar qualquer composto na série H — isto €, a sé-
rie O.

9) Isto produz uma série de diluicdo de 1 x 3 de 50 uM a 0,07
pMM. ' '

10) No reservatério B12 preparar 20 p.l de composto padrao
100 pM.

11) Apds a primeira incubagdo a placa de ensaio € lida em
uma leitora de placa Fusion™ a-FP (Packard BioScience, Pangbourne,
Berkshire, UK).

12) Apos a primeira leitura, 2 pl de composto diluido sao adi-
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cionados em cada reservatorio para as colunas de 1 a 10. Na coluna 11 {for-
nece a curva padriao} somente adicionar o composto B11 — H11. Adicionar 2
ul de 100 mM cpd padréo nos reservatdrios B12 — H12 {é o controle positivo}

13) O fator Z’ é calculado a partir dos controles zero e reserva-
torios positivos. Tipicamente fornece um valor de 0,7 - 0,9.

Os compostos testados no ensaio acima foram designados para
uma de trés faixas de atividade, a saber, A = <0,50M; B = 0,50M a 100M; C
=>100M, e estas designag¢des sdo relatadas acima. '

Um ensaio de inibicdo do crescimento também foi empregado
para a avaliagdo dos compostos de teste:
Avaliacdo da citotoxicidade pelo ensaio de Sulforhodamine B (SRB): calculo
de 50 % da concentragao inibidora (ICso).
Dia 1

1)  Determinar o numero de células por hemocitémetro.

2) Usar um porta-pipeta multiplo de 8 canais, adicionar 160 pl
da suspensao celular (3600 células/reservatdrio ou 2 x 10* células/ml) em
cada reservatério de uma placa de microtitulo de 96 reservatarios.

3) Incubar durante a noite a 37 °C em uma incubadora de
COs..

Dia 2

4) Solugdes de carga de medicamentos sdo preparadas, e di-
luicbes seriais de cada farmaco sdo executadas em meio para fornecer con-
centracgdes finais nos reservatorios.

5) Utilizar um porta-pipeta mdultiplo, 40 pl de farmaco (em
concentragao final 5x) sao adicionados para quadruplicar os reservatorios.

6) Os reservatérios de controle estdo em cada lado das pla-
cas de 96 reservatérios, onde 40 ul de meio sdo adicionados.

7) Incubar as placas na incubadora de CO, durante 4 dias (48
horas).

Dia 6

8) Despejar o meio na pia e imergir a placa lentamente em 10
% acido tricloroacético gelado (TCA). Deixar durante cerca de 30 min em



10

15

20

25

119

gelo.

9) Lavar as placas trés vezes com agua da bica mediante a
imersdo das placas em banhos de dgua da bica e inclina-las fora.

10) Secar na incubadora.

11) Adicionar 100 ul de 0,4 % SRB em 1 % acido acético a ca-
da reservatério (exceto a Ultima série (lado direito) da placa de 96 reservato-
rios, isto &, o controle 0 %, isto é, sem farmaco, sem mancha. A primeira sé-
rie serda o controle 100 % sem farmaco, mas com mancha). Deixar durante
15 min.

12) Tirar com lavagem a mancha SRB né&o ligada com quatro
lavagens de acido acético a 1 %.

13) Secar as placas na incubadora.

14) Solubilizar SRB usando 100 pl de 10 mM Tris base e colo-
car as placas sobre o agitador de placa durante 5 min.

15) Determinar absorvéncia em 540 nm usando uma leitora de
placa. Calcular a absorvéncia média com relacdo aos reservatorios quadru-
plicados e expressar como uma porcentagem de valor para o controle, re-
servatérios nao tratados.

1 6) Tragar em grafico de valores de absorvéncia % versus
concentracdo log de fAirmaco e determinar o Glso, isto &, a concentragdo do
composto de teste requerido para inibir o crescimento das células em 50 %.

Os compostos testados no ensaio acima foram designados para
uma das trés faixas de atividade, a saber, A = <0,50M; B = 0,50M a 100M,;
C = >10uM, e os resultados para seis dos compostos da invengdo sao rela-

tados na Tabela 2.
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Tabela 2
EXEMPLO ESTRUTURA Glso”
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EXEMPLO ESTRUTURA Glso®

F

19 =N B

A

A\
I/N\/\s NN

Glso: Inibicao de crescimento nas células BT474 como descrito.
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REIVINDICAGCOES
1. Composto de férmula (I), ou um sal farmaceuticamente acei-

tavel deste:
R, R,
o’
0
NN
R, NT N
em que

R, é hidrogénio, flaor, cloro, bromo, ou um radical de férmula
(1A):
-X-Alq"-(Z)m-(Alg%)-Q (1A)
em que

X é -0O-, -S- -§(0)-, -SO»-, ou -NH-,

Z é -0-, -S-, -(C=0)-, -(C=S)-, -S(0)-, -SO,-, -NR*-, ou, em cada
oriéntagéo -C(=0)0-, -C(=0)NRA- , -C(=S)NR*-, -SO:NR"-,

-NR*C(=0)-, ou -NR"*SO,- em que R" é hidrogénio ou C4-Cs al-
quila '

Alg' e Alg? sdo radicais de Ci-Cs alquilenb ou C,-Cz alquenileno
divalentes opcionalmente substituidos,

m, n e p sao independentemente Oou 1, e

Q é hidrogénio ou um radical carbociclico ou heterociclico opcio-
nalmente substituido;

R2 € um radical de formula (IB):
-(Ar")—(AIq")¢-(2)-(Alg%)s-Q  (1B)
em que

Ar' é um radical de arila ou heteroarila opcionalmente substitui-
do,

Alq' Alg® Z e Q sdo como definidos em relagdo & formula (1A), e

P, q, r € s sao independentemente Oou 1; e

Rs é ciano (-CN), flaor, cloro, bromo, metila em que um ou mais
atomos de hidrogénio sdo opcionalmente substituidos por atomos de fluor,

etila em que um ou mais atomos de hidrogénio sdo opcionalmente substituidos
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por atomos de fluor, ciclopropila, -OH, -CH,OH, -C(=0)NHy, -C(=O)CHs, ou -
NH..

_ 2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 em que R3 é ciano
(-CN).

3. Composto de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindicagéo 2
em que R; é hidrogénio, metoxi, etoxi, metiltio, etiltio, hidroxietiltio, metilami-
no, dietilaminometiltio, metilaminocarbonilmetiltio, ou um grupo de férmula
(A) —(H):

O e SO T
(A) (B) (€)

0
/\ SN
N/\W)( —N N 9 N

(D) (E) (F)

O SO
| (G) (H)

em que W é -O- ou -S-.

4. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
1 a 3 em que, no grupo R, Alq' e Alg?, quando presentes, sd0 —CH,-.

5. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes em que, no grupo Ry, Ar', quando presente, é um anel de fenila,
opcionalmente substituido. '

6. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
1 a3 emque, nogrupo Ry, pé 1,cadaumde gq,reséo0,eQ é hidrogénio.

7. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
1a3emque, nogrupo R, pé1,eq, ressao0, e Qéum anel carbociclico
ou heterociclico opcionalmente substituido.

8. Composto de acordo com a reivindicagéo 7 em que, no grupo
Rz, Q é um anel de fenila, cicloexila, piridila, morfolino, piperidinila ou pipera-
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zinila, opcionalmente substituido.

9. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 3 em que R, é fenila, 2- ou 3-tienila, 2- ou 3- furanila, 2-, 3- ou 4-
piridinila, morfolinila ou piperidinila opcionalmente substituida.

10. Composto de acordo com a reivindicagdo 9 em que R; é fe-
nila, opcionalmente substituida por um um ou mais substituintes seleciona-
dos de metila, trifuorometila, etila, n- ou isopropila, vinila, alila, metoxi, trifuo-
rometoxi, etoxi, metilenodidxi, etilenodidxi, n-propildxi, benzildxi, aliléxi, cia-
nometoxi, flaor, cloro, bromo, ciano, formila, metil-, etil-, ou n-propil-carbo-
niloxi, metil- ou etilaminocarbonila, e substituintes de férmula -O(CHz),,Z1 ou
-S(CH2)nZ' em que n é 1, 2 ou 3 e Z' é um grupo de amino primario, secun-
dario, terciario ou ciclico o ultimo mencionado sendo opcionalmente substitu-
ido, ou um grupo de C,-Cs alcoxi; ou de férmula —(Alg®)mZ' em que Alg® é um
(C4-C3) alquileno de cadeia reta ou ramificada divalente, mé Oou 1, e Z'eé
um grupo de amino primario, secundario, terciario ou ciclico, o ultimo men-
cionado sendo opcionalmente substituido, ou um grupo de C4-Cs alcoxi.

11. Composto de acordo com a reivindicacdo 10 em que os
substituintes opcionais estdo na posigéo 2 e/ou 4 e/ou 5 do anel de fenila.

12. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, tendo a férmula

(ny:

F‘11
I:{12
Rio CN (1)
T
N
S

em que
R, é (a) C4-Ce alquiltio ou C4-Cs alcoxi em cada um dos quais um

ou mais atomos de hidrogénio sdo opcionaimente substituidos por atomos
de fltior, ou (b) um substituinte de férmula -O(CHz)nZ' ou

-S(CH2)nZ'em que n é 1, 2 ou 3 e Z' é um grupo de amino pri-
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mario, secundario, terciario ou ciclico o ultimo mencionado sendo opcional-
mente substituido.

R0 é H, Cl, Br, ou -CHg;

R11 € hidrogénio, Cl, Br, CN, metila, etila, n- ou iso-propila, meto-
xi, etdxi, vinila ou alila; e

Ri2 € (i) um radical de férmula -O(CHz)nZ' ou -S(CHo)sZ' em que
né1t, 2ou3eZ é (i) um grupo de amino primario, secundario, terciario ou
ciclico, ou um grupo de C;-Cg alcdxi; ou (ii) um radical de formula —(Alg¥)nZ’
em que Alg® é um (C4-Cs) alquileno de cadeia reta ou ramificada divalente, m
€ 0ou1,eZ'éum grupo de amino primario, secundario, terciario ou ciclico,
ou um grupo de C;-Cg alcoxi.

13. Composto de acordo com a reivindicagé@o 1 que é o objeto de
qualquer um dos Exemplos anexos.

14. Composicdo farmacéutica ou veterinaria que compreende
um composto como definido em qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 13,
juntamente com um ou mais portadores e/ou excipientes farmacéutica ou
veterinariamente aceitaveis.

15. Uso de um compésto como definido em qualquer uma das
reivindicagéés de 1 a 13 na preparagdo de uma composi¢cdo para a inibicao
da atividade HSP9O0 in vitro ou in vivo.

16. Método de tratamento de doengas que sdo responsivas a
inibicdo da atividade HSP90 em mamiferos, cujo método compreende a ad-
ministragdo ao mamifero de uma quantidade de um composto como definido
em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 13 eficaz para inibir dita ativida-
de HSP90. ‘

17. Uso de acordo com a reivindicagao 15 ou um método de a-
cordo com a reivindicagdo 16 para a imunossupressao ou o tratamento de
doenca viral, infecgdo flngica resistente a farmaco, doengas inflamatorias
tais como artrite reumatéide, asma, esclerose multipla, diabetes Tipo 1, IU-
pus, psoriase e doenca intestinal inflamatdria; doenga relacionada com a
angiogénese da fibrose cistica tal como retinopatia diabética, hemangioma e

endometriose; ou para a protegdo de células normais contra a toxicidade



induzida pela quimioterapia; ou doengas onde a insuficiéncia para sofrer a-
poptose é um fator subjacente; ou protegdo da les&o hipoxia-isquémica de-
vido a elevagdo de Hsp70 no coragédo e cérebro; encefalopatia espongifor-
me/CJD, doenga de Huntingdon ou Alzheimer.

18. Uso de acordo com a reivindicagao 15 ou um método de a-

cordo com a reivindicagédo 16, para o tratamento de cancer.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "DERIVADOS DE PIRROLOPIRIMIDINA UTILIZADOS
COMO INIBIDORES DE HSP90".

A presente invengdo refere-se a compostos de férmula (1) que
possuem atividade inibidora HSP90 e sao, portanto, ateis no tratamento de,
inter alia, cancer: em que R; é hidrogénio, fluor, cloro, bromo, ou um radical de
t6rmula -X-Alg"-(Z)m-(Alg)s-Q em que X é -O-, -S- -§(0)-, -80z-, ou -NH-, Z é
-O-, -S-, -(C=0)-, -(C=S)-, -S(0)-, -SO2-, -NR*-, ou, em cada orientagao -
C(=0)O-, -C(=0)NR?-, -C(=S)NR*-, -SONR"-, -NR*C(=0)-, ou -NR*SO;- em
que R* é hidrogénio ou C4-Cs alquila Alq' e Alg” sdo radicais de C-Cs alqui-
leno ou C,-Cj3 alquenileno divalentes opcionalmente substituidos, m, n e p |
sdo independentemente 0 ou 1, e Q é hidrogénio ou um radical carbociclico
ou heterociclico opcionalmente substituido; Rz é um radical de férmula
-(Ar)p—(Alq")q-(2)-(Alg?)s-Q em que Ar' é um radical de arila ou heteroarila
opcionalmente substituido, Alq', Alqz,'Z, e Q sdo como definidos acima, e p,
q, r e s sdo independentemente 0 ou 1; e R é ciano (;CN), flaor, cloro, bro-
mo, metila em que um ou mais atomos de hidrogénio sdo opcionalmente
substituidos por atomos de fluor, etila em que um ou mais atomos de hidro-
génio sao obcionalmente substituidos por atomos de fluor, ciclopropila, -OH,
-CH20H, -C(O)NH, -C(O)CHs ou -NH.
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